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PT PrenylTransferase 
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第 1章 序論 
 
1-1. 序 
 微生物、植物、また動物によって合成される天然有機化合物、いわゆる「天然物」は医薬
品を始めとして種々の材料資源として、人類の歴史において重要な役割を果たしてきた。抗
生物質 penicillin、高脂血症治療薬 lovastatin、抗マラリア薬 artemisinin、免疫抑制剤 tacrolimus、
抗癌剤 taxolなどに代表される医薬品が天然物から生み出されていることが示すように、天然
物は非常に多岐にわたる生物活性を有しており、これが天然物の持つ大きな特徴であるとと
もに魅力でもある。他方で、その構造多様性もまた天然物の重要な特性であり、天然物は我々
の想像を遥かに凌駕するような分子構造を有することも少なくない。「天然物の特異な分子構
造が如何にして合成されるのか」という疑問は古くより多くの化学者を魅了してきたテーマ
であり、天然物の生合成経路や生合成反応を明らかにすべく数多の研究がなされてきた。 
 天然物の生合成研究は、1980年代までは放射性同位体や安定同位体を用いた標識実験によ
って主に行われてきた。すなわち、生合成の前駆体と考えられる化合物を同位体でラベルし
た上で、生産者に当該化合物を取り込ませたのち、得られた天然物が同位体で標識されてい
るか、あるいはどの位置が標識されているかを明らかにすることで、生合成経路を推定する
というものである。時代が下るにつれて、生合成研究は、反応を担う酵素や生合成酵素をコ
ードする遺伝子へと研究対象の中心を移していった。今日では、天然物生産者のゲノム情報
や遺伝子の発現プロファイルなどが非常に容易に入手可能になったことにより、生合成研究
は分子レベルで行われることが通例である。しかしながら、同位体を用いた研究はいまだ重
要な研究手法であり、生合成中間体のアナログを合成化学的に調製し研究に供することも多
い。言うまでもなく、生合成反応のメカニズムの推定や解明には有機化学的な考察が不可欠
である。すなわち、現代の天然物生合成研究においては、有機化学と生物学の最先端の知見
の融合が非常に重要であると言える。 
 天然物生合成研究の意義としては、主に以下の二点が挙げられる。第一に、特異な生合成
反応ならびに当該反応に関わる酵素の発見に繋がりうること、第二に、有用物質の安定供給
に寄与することである。前者に関しては、天然物の中には非常に特異な構造を有するものも
多く、その生合成の過程においては奇異な反応が関与しているものと期待される。実際に、
天然物の生合成研究を通じて、このようなユニークな反応に関わる酵素が見出されることは
少なくない。他方、後者については、非常に有用な生物活性を有する天然物で実際に医薬品
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として開発されている化合物であっても、生産量が低いことや培養に長期間を要することな
どの理由により安定供給に問題を有するものも存在する。このような天然物生合成の分子基
盤を明らかにすることができれば、有用物質の安定供給にも寄与すると期待できる。 
 本研究では、生合成研究の対象として、糸状菌の産生するメロテルペノイド化合物に着目
する。糸状菌メロテルペノイドは、後述するように構造多様性並びに生物活性に富む化合物
群であり、その生合成研究は特異な反応を担う酵素の発見や有用物質生産のための基盤の確
立などに繋がることが強く期待される。本研究では特に、単純な芳香族化合物である
3,5-dimethylorsellinic acid（DMOA）に由来する一連の化合物を研究対象とし、その生合成分
子基盤の網羅的解明を目指した。 
 
1-2. 天然物の生合成 
 天然物は、その生合成の由来によってポリケタイド、テルペノイド、ペプチド、アルカロ
イドなどに分類される。加えて、複数の経路に由来するハイブリッド型の化合物も多数存在
する。天然物の生合成は、一般に「基本骨格構築」および「修飾反応」の二つのステージに
分けられる。前者のステージにおいては、ポリケタイド合成酵素（PKS）、テルペン環化酵素、
非リボソーム依存型ペプチド合成酵素（NRPS）などの酵素が、それぞれ acetyl-CoA や
malonyl-CoA、プレニル二リン酸、各種アミノ酸といった比較的単純な出発単位を用いて天然
物の多様な構造の母核を形成する。これらの酵素群が如何にして多様な構造を生み出すかを
明らかにすべく、多くの研究者によって詳細な機能解析がなされており、反応メカニズムや
酵素の立体構造などに関する知見が多数集積している 1-8。PKS、テルペン環化酵素、NRPSに
よって構築された基本骨格は、多くの生合成経路において、酸化酵素、還元酵素、異性化酵
素、転移酵素などによって、さらなる修飾反応を受ける。修飾反応もまた、天然物の複雑か
つ多様な分子構造の形成において重要な役割を演じており、最近では生合成研究の進歩とも
相俟って、多数の奇異な反応を触媒する酵素が見出されている。 
 重要なことに、このような特異な反応は必ずしも特殊な酵素によって触媒されるわけでは
なく、ごく一般的な酵素（機能既知の酵素と相同性を有する酵素）がユニークな反応に関与
している例も少なくない。特に、シトクロム P450 モノオキシゲナーゼ（P450）、非ヘム鉄依
存型ジオキシゲナーゼ（NHI）、FAD依存型モノオキシゲナーゼ（FMO）などの酸化酵素が特
異な反応を担う事例は多数報告されている。たとえば、fumagillin生合成において多段階の酸
化反応と骨格転位を触媒する Fma-P450 9、spirotryprostatin B合成においてスピロ環形成を担う
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FtmG 10などは特異な反応を担う P450 の代表例である。他方で、NHI の関与する反応の中で
は、deacetoxycephalosporin C synthase（DAOCS） 11, 12や stipitatic acid生合成に関わる TropC 13
の触媒する環拡大反応、あるいは 4’-methoxyviridicatin合成において AspJ 14が引き起こすキノ
ロン骨格の生成などがユニークな反応として知られる。また、奇異な反応を担う FMOとして
は、 enterocin 生合成において Favorskii 転位様の反応を触媒するとされる EncM 15 や
cytochalasin Eの炭酸エステル形成を担う CcsB 16などが代表的な例である（Figure 1-1）。これ
らの事例は、酵素のみならず、その基質の分子構造の特殊性もまた奇異な反応が進行する上
で重要であることを示している。 
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Figure 1-1. Unusual reactions catalyzed or induced by oxidative enzymes. 
 上述の酸化酵素のみならず、天然物の修飾反応に関わる酸化酵素は一般的に、複雑骨格分
子の特定の位置に対して選択的に作用するとともに、多くの場合、不活性な炭素-水素結合の
開裂によってその反応を開始する。C-H 活性化は、有機合成化学における重要なトピックの
ひとつであり 17, 18、天然物生合成に関わる酸化酵素は、基質特異性や反応効率などの点で問
題を有するものの、C-H 活性化の触媒として応用可能であると考えられる。実際に、複雑な
分子の選択的な官能基化のために P450の変異体が用いられた例などが知られている 19。 
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 他方で、生合成研究を通じて、これまで機能解析された酵素のアミノ酸配列とはほとんど
同一性を有さない酵素が見出されるケースも少なからず存在する。最近では、reveromycinの
生合成に関与するスピロアセタール環形成酵素RevJ 20ならびに versipelostatin生合成において
[4+2]環化付加反応を担う VstJ 21などの発見がその好例である（Figure 1-2）。このように、こ
れまで既知の酵素と相同性を有さない新しい酵素が一旦発見されると、そのホモログをデー
タベース中に検索することで、類似したタンパク質やそれをコードする機能未知の遺伝子ク
ラスターの発見を容易に発見することが可能になる。したがって、全く新規な生合成酵素の
発見は、生合成研究全体を大きく進展させるブレークスルーにもなりうる。 
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Figure 1-2. Biosynthetic reactions catalyzed by novel family of enzymes. 
 天然物の生合成を分子レベルで理解することは、有用物質の生産や供給を考える上でも重
要である。天然物の生合成研究が有用物質の生産に大きく寄与した例を、以下に紹介したい。
第一に、キク科植物クソニンジン（Artemisia annua）の産生する artemisin およびその誘導体
は、抗マラリア薬として用いられる薬学上非常に重要な化合物である 22, 23。その供給は、生
産植物からの抽出ならびに半合成によって行われてきたが、当該植物の生育速度が遅いこと、
生産量が十分でないことなどの問題点をはらんでおり、安価かつ大量に artemisinを供給する
方法を開発することは喫緊の課題であった。この問題を解決するため、より生育の速い微生
物の中に、必要な生合成遺伝子を導入することで、目的化合物を得ようとする研究が展開さ
れてきた 24, 25。具体的には、出芽酵母 Saccharomyces cerevisiaeに artemisinic acid生合成を担う
酵素遺伝子群を導入するとともに、これら酵素群の基質を供給する一次代謝系をも改変する
ことで、25 g/Lもの収量で artemisinic acidを得ることが可能になっている。なお、artemisinic 
acid は合成的に容易に artemisinin へと変換可能であり、本法は産業利用されるに至っている
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（Figure 1-3）。 
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Figure 1-3. Overview of the artemisinin production using the engineered yeast. 
 
H
OH
CO2H
HO
O
O
H
OH
CO2H
HO
O
O
O
LovD
O
H
OH
CO2H
HO
OH
SO OH
LovD*
H3CO O
S
LovF
OH
LovD
O
O
LovD*
O
H
OH
CO2H
HO
OH
simvastatin acid
lovastatin acid
monacolin J acid
monacolin J acid
DMB-SMMP 
(A)
(B)
 
Figure 1-4. (A) Production of lovastatin in the natural biosynthetic pathway and (B) generation of 
simvastatin with evolved LovD mutant. LovD* indicates the mutated LovD with unnatural catalytic 
activity.  
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 第二に、糸状菌 Aspergillus terreusの産生する lovastatinは高脂血症治療薬として著名な化合
物であるが、実際には、その半合成誘導体である simvastatin が汎用されるスタチン類となっ
ている 26。なお、両化合物の構造上の違いはアシル側鎖の構造のみである。A. terreusにおい
ては、PKS である LovF が本酵素に結合した 2-メチルブタン酸中間体を合成し、これをアシ
ル基転移酵素 LovDが別途生合成された monalolin Jの水酸基に転移することで、lovastatinの
生合成が完了する（Figure 1-4A） 27。ここで、人工的に合成した 2,2-ジメチルブタン酸誘導体
を本経路に取り込ませることができれば、simvastainが得られるものと期待される。この目的
を達成するため、LovD を進化工学的な手法で改変した結果、得られた LovD 変異体はα
-dimethylbutyryl-S-methyl 3-mercaptopropionate（DMB-SMMP）および monacolin Jを基質として
simvastainを非常に効率的に生成することが判明しており（Figure 1-4B）、最良の変異体は 75 
g/Lの monacolin Jを 36時間でほぼ全て simvastainへと変換する 28。このように、有用物質の
生合成機構を理解し、生物の物質生産システムを人為的に改変することによって、有用物質
を効率的に供給することも可能になる。以上をまとめると、天然物の生合成研究は学術的に
も産業上も非常に重要な研究領域であると言えよう。 
  
1-3. 糸状菌メロテルペノイド 
 メロ（mero-）とは「部分の」「部分的な」といった意味を持った接頭辞であり、メロテル
ペノイドとは部分的にテルペノイドの構造を有する化合物の総称である 29。その定義が示す
ように、非常に多くの化合物がメロテルペノイドとして分類されうるが、メロテルペノイド
はその非テルペノイド部位がポリケタイドに由来するか否かによって、さらに大きく二つの
グループに分類できる。なお、本研究では特にポリケタイドとテルペノイドのハイブリッド
化合物に着目して研究を行った。 
 メロテルペノイドは、非テルペノイド部位の構造多様性、テルペノイド部位の鎖長や環化
様式の多様性、修飾反応の多様性などの理由によって、非常に多数の分子を含む化合物群で
ある。メロテルペノイドはバクテリアや植物を含め広く分布しているが、とりわけ糸状菌か
らは多様なメロテルペノイド化合物が報告されている 29。加えて、多様な生物活性も、糸状
菌メロテルペノイドの持つ大きな特徴のひとつであり、実際に臨床応用された化合物や、有
望な創薬リード化合物が多数知られている（Figure 1-5）。例えば、Penicillium brevicompactum
などの糸状菌が産生する mycophenolic acidは inosine monophosphate dehydrogenase（IMPDH）
の強力な阻害剤であり、その誘導体である mycophenolate mofetil が免疫抑制剤として用いら
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れている 30。また、Aspergillus fumigatusより単離された fumagillinは微胞子虫症の治療薬とし
て利用されるほか 31、methionine aminopeptidase-2（MetAP2）の阻害能を有することから血管
新生阻害剤として開発が進められている 32。同じく A. fumigatusの産生する pyripyropene Aは
acyl-CoA: cholesterol acyltransferase-2（ACAT2）の強力な阻害剤であり、コレステロール低下
剤や脂質異常症予防治療薬として臨床応用が期待される化合物である 33。すでに多数の誘導
体が合成され、活性の上昇したアナログが得られているのみならず 34、動物実験においても
良好な結果が得られている  35。他方で Aspergillus terreus より単離された territrem B は、
pyripyropene A と類似した炭素骨格を有するものの、acetylcholinesterase の強力かつ選択的な
阻害剤として知られる 36。加えて、Ascochyta viciae より見出された ascofuranone は、アフリ
カトリパノソーマ症（アフリカ睡眠病）の治療薬とすべく、鋭意研究がなされている化合物
である 37。本化合物は、トリパノソーマ原虫のオルタナティブオキシダーゼ（TAO）を阻害
することにより、その機能を発揮する。 
O
O
O
H
OCH3
O OH
O
O
OH O
H3CO
HO
O HO
OH
O H
ClO
O
mycophenolic acid ascofuranonefumagillin
NOO
O
AcO H
H
OAc
OAc
HO
pyripyropene A
O
O
O
OH
OH
O
OCH3
OCH3
OCH3
territrem B  
Figure 1-5. Fungal meroterpenoids with significant biological activities. 
 このように多様な生物活性を示す糸状菌メロテルペノイドであるが、先述のとおり、その
構造多様性も本化合物群の大きな特徴である。糸状菌メロテルペノイドのうち、非テルペノ
イド部位が芳香族ポリケタイド 3,5-dimethylorsellinic acid（DMOA）に由来する化合物群は、
とりわけ構造多様性に富むのみならず、非常に特異な分子構造を有するものが少なくない
（Figure 1-6）。Austinolや andibenin Bの有するスピロラクトン骨格 38, 39、anditominや andibenin 
Bに見られる分子内架橋構造 39, 40、novofumigatoninのオルトエステル 41、tropolactone Aのト
ロポン骨格 42 などが奇異な構造の例として挙げられる。これらの分子構造の生成メカニズム
やその合成に関与する酵素はいずれも未解明のままであり、如何にしてこのような複雑な構
造が形成されるのかについて非常に興味が持たれる。DMOA由来メロテルペノイド化合物の
なかには、合成研究の標的となっているものも存在するが、その構造の複雑さ故か、未だ全
合成が達成された化合物は存在しない。したがって、これら一連のメロテルペノイド生合成
分子基盤を解明することができれば、特異な反応を触媒する酵素の発見に繋がるのみならず、
複雑な構造を有する天然物やその類縁体を効率的に供給するシステムの構築にも寄与する。 
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Figure 1-6. Representative DMOA-derived meroterpenoids. 
 
1-4. 糸状菌メロテルペノイド生合成 
1-4-1. メロテルペノイド生合成概説 
 メロテルペノイドは、非常に多岐にわたる化合物を含むため、その全ての生合成を一般化
することは困難である。本研究では、ポリケタイドとテルペノイドのハイブリッド型化合物
を研究対象とすることから、このタイプのメロテルペノイドの一般的な生合成機構について、
すでに生合成の全容が明らかにされている pyripyropene A をモデル化合物として取り上げ、
以下にその概要を述べる（Figure 1-7）。なお、pyripyropene Aの生合成遺伝子群は、A. fumigatus 
Af293株のゲノムデータベース中に見出されたほか、Penicillium coprobium PF1169株からも同
定されている 43-45。また、糸状菌を含む微生物においては、一般に、ある天然物の生合成に関
わる一連の遺伝子群は染色体上にまとまって存在しており、これを遺伝子クラスターと呼ぶ。 
 生合成の第一段階では、ポリケタイド合成酵素（PKS）によってポリケタイド化合物が生
成する。一般的に、PKSの基質は acetyl-CoAや malonyl-CoAであることが多いが、pyripyropene 
A生合成においては、nicotinic acidが CoAリガーゼ Pyr1/Ppb1によって nicotinyl-CoAに変換
され、これが PKS である Pyr2/Ppb2 の開始基質となる。Pyr2/Ppb2 によって、2 分子の
malonyl-CoAが縮合した後、ラクトン化によって閉環することで 4-hydroxy-6-(3-pyridinyl)-2H- 
pyran-2-one（HPPO）を与える。つづいて、HPPO はプレニル基転移酵素 Pyr6/Ppb7 によって
ファルネシル化を受け farnesyl-HPPO へと変換される。本化合物の末端二重結合は、次いで
FAD 依存型のエポキシダーゼ Pyr5/Ppb6 によってエポキシ化された後、テルペン環化酵素
Pyr4/Ppb5 がこのエポキシドのプロトン化を起点とするテルペノイド部位の閉環反応を触媒
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することで、環化産物 deacetyl-pyripyropene Eが生成する。後述する fumagillinのような例外
も存在するものの、ポリケタイド合成→プレニル化→エポキシ化→環化という一連のプロセ
スは、ポリケタイド由来のメロテルペノイド生合成の初期段階において一般的なものである
と考えられ、ここまでで最終産物の基本骨格が構築されることが多い。ただし、上記の生合
成過程の途中で他の反応（メチル化など）が関与することもある。加えて、mycophenolic acid
のようにエポキシ化→環化を経ない化合物も存在する。 
NOO
O
AcO H
H
OH
OAc
HO
NS
O
CoA
NOO
O
HO H
H
NHO
O
NOO
OH
NOO
OH
NOO
OH
O
NOO
O
AcO H
H
NOO
O
AcO H
H
OH
NOO
O
AcO H
H
OAc
NOO
O
AcO H
H
OAc
OAc
HO
pyripyropene Adeacetyl-pyripyropene A
deacetyl-pyripyropene E pyripyropene E
pyripyropene O
11-deacetyl-pyripyropene O
nicotinic acid nicotinyl-CoA HPPO farnesyl-HPPO
epoxyfarnesyl-HPPO
Pyr5/Ppb6
(FMO)
Pyr6/Ppb7
(PT)
Pyr2/Ppb2
(PKS)
Pyr1/Ppb1
(CL)
Pyr4/Ppb5
(TC)
Pyr7/Ppb8 
(AcT)
Pyr8/Ppb9 
(AcT)
Pyr8/Ppb9 
(AcT)
Pyr3/Ppb3
(P450)
Pyr9/Ppb4
(P450)
 
Figure 1-7. Biosynthetic pathway of pyripyropene A. 
 次いで、テルペン環化酵素によって生じた環化中間体は種々の修飾反応を受ける。
Pyripyropene A生合成においては、deacetyl-pyripyropene Eはアセチル基転移酵素 Pyr7/Ppb8に
よって pyripyropene E となったのち、P450 である Pyr3/Ppb3 によって水酸化体 11-deacetyl- 
pyripyropene Oへと変換される。続いて、Pyr7/Ppb8とは異なるアセチル基転移酵素 Pyr8/Ppb9
が本化合物をアセチル化することで pyripyropene Oを与え、これが P450である Pyr9/Ppb4に
よって水酸化を受けることによって、deacetyl-pyripyropene Aが生じる。最後に、アセチル基
転移酵素 Pyr8/Ppb9が再び本化合物をアセチル化することで pyripyropene Aが得られる。本生
合成における修飾酵素はアセチル基転移酵素と P450のみであり、反応自体も比較的単純であ
るが、修飾反応や修飾酵素は非常に多様であり、酵素のアミノ酸配列からだけではその機能
を予測することが困難なケースも多い。 
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 以上をまとめると、生合成の初期段階に関与する酵素を推定することは比較的容易である
が、修飾反応を担う酵素の探索や機能解析に関しては、個々の生合成経路に応じた研究を行
う必要があると言える。以下に、メロテルペノイド生合成に関与する鍵酵素の機能やこれま
でに得られた知見について詳述する。 
 
1-4-2. ポリケタイド合成酵素 
 ポリケタイド合成酵素（PKS）は Type-I、Type-II、Type-IIIの 3つに大別される。Type-I PKS
とは複数の触媒ドメインを有する多機能型の酵素であり、Type-II PKSは異なる触媒機能を有
する複数のポリペプチドが複合体を形成して機能するサブユニット型の酵素である。一方で、
Type-III PKSは、炭素差の伸長を担う β-ketoacyl synthase（KS）ドメインのみを有する酵素で
ある。なお、Type-I PKSはさらに 2つに分類される。一つは各触媒ドメインを有するポリペ
プチドが複数個生合成に関与するとともに、各ドメインが生合成反応において原則一回のみ
機能するモジュラー型 PKSであり、他方は同一のポリペプチド上の各触媒ドメインが繰り返
し機能する繰り返し型 PKS（iterative PKS: iPKS）である。 
 糸状菌からは少数の Type-III PKSの報告もあるものの、糸状菌由来の PKSはそのほとんど
が Type-I iPKS である。これまでに糸状菌メロテルペノイド生合成への関与が知られる PKS
は、いずれも Type-I iPKSであることから、本項では Type-I iPKSについて詳述する。iPKSが
持ちうるドメインは starter acyltransferase（SAT）、acyltransferase（AT）、acyl career protein（ACP）、
β-ketoacyl synthase（KS）、keto reductase（KR）、dehydratase（DH）、enoyl reductase（ER）、
methyltransferase（MT）、product template（PrT）、thioesterase（TE）、Claisen cyclase（CLC）、
reductase（R）ドメインである。 
 上記の各ドメインのうち、炭素鎖の伸長に必須となるのは、AT、ACP、KS ドメインの 3
つである。まずは、これらのドメインが如何にして炭素鎖（β-ポリケトメチレン鎖）の伸長
を担うかについて述べる（Figure 1-8A）。初めに ATが開始基質となるアシル CoAのアシル基
をACP上にロードし、次いでKSが acyl-ACPからエステル転移によってアシル基を受け取る。
開始基質は一般的に acetyl-CoAであることが多いが、pyripyropene A生合成で見られるように
それ以外の出発物質が用いられるケースも存在する。次いで、AT は伸長鎖基質（通例では
manonyl-CoA）のアシル基を ACPと結合したホスホパンテテイン基にロードする。さらに、
伸長鎖（マロニル基）の脱炭酸を伴う縮合反応により炭素鎖の伸長が起こった後、伸長した
アシル鎖は再度 KSドメインへと戻ることで一回の反応サイクルが終了する。再び ATにより
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伸長鎖基質が ACP にロードされ、同様の縮合反応が進行することでさらに炭素差が伸長し、
同様のサイクルを繰り返すことで β-ポリケトメチレン鎖が合成されていく。また、伸長の過
程で aldol反応による閉環反応が生じることも多い。 
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Figure 1-8. General mechanism of iPKS reactions. (A) Reaction mechanism of the chain elongation. 
(B) Release mechanisms from iPKSs. (C) Reactions catalyzed by MT, KR, DH, and ER domains. 
 最終的な反応の終結にあたっては、何らかの形で合成された炭素鎖が酵素より解離する必
要があるが、そのメカニズムについてはいくつか知られている（Figure 1-8B） 46。TEドメイ
ンが存在する場合は、チオエステル結合を加水分解し、カルボン酸を与えることで反応が終
結する。CLCドメインは TEドメインと触媒的に類似したドメインであるが、CLCが存在す
る場合は、まず CLCの活性部位のセリン残基がチオエステル結合のカルボニルを攻撃し、酵
素に結合した中間体を与えた後、クライゼン反応を触媒することで環化ならびに酵素からの
解離へと導く。R ドメインを有する場合には、チオエステル結合は還元的に開裂し、アルデ
ヒドまたはアルコール体が生じる。また、特定のドメインの寄与なくラクトン化が進行し、
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酵素から解離する例も一般的である。興味深いことに、PKS のポリペプチド鎖上に解離用の
ドメインを有さないものの、PKSとは別にコードされた単独の TEや ATが、チオエステル結
合の加水分解、あるいは他の PKSや低分子への転移を担うケースも少なからず存在する。   
 PKS中に、KR、DH、ER、MTドメインが存在する場合、伸長の過程において β-ポリケト
メチレン鎖はさらなる変換反応を受ける。KRは β-ケト基の水酸基への還元を、DHは脱水反
応による二重結合の形成を、ERは共役二重結合の還元を、MTドメインは α位のメチル化を
それぞれ触媒する（Figure 1-8C）。重要なことに、たとえこれらのドメインを有していたとし
ても、各反応サイクルにおいて必ずしも全てのドメインがその触媒能を発揮するわけではな
い。例えば、KR、DH、ERのドメインを有する PKSであっても、ある反応サイクルにおいて
は ERが機能せず、炭素-炭素二重結合を残したまま、次の反応サイクルへと移行することも
ありうる。また、PKSとは別個にコードされた ERや MTが PKSと協調して一連の伸長反応
を担う例も知られている 47, 48。 
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Figure 1-9. (A) Domain architecture of DMOA synthase. (B) Mechanism of the DMOA formation by 
DMOA synthase.  
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 iPKSはさらに、非還元型（non-reducing: NR）、部分還元型（partially reducing: PR）、高度還
元型（highly reducing: HR）の 3種に分類される。NR-iPKSとは KR、DH、ERのいずれも有
さないもの、PR-iPKSとは ERは有さず KR、DHの両方または KRのみを有するもの、HR-iPKS
とは KR、DH、ERの全てを有するものを指す。本研究で研究対象とする DMOAは NR-iPKS
によって合成される。NR-iPKSには、上述のドメインに加えて SATおよび PrTドメインが含
まれる点で特徴的である 49, 50。PR-iPKSや HR-iPKSの反応においては、開始基質も伸長鎖基
質も同一の AT によってロードされるが、NR-iPKS の場合は、SAT ドメインが開始基質のロ
ードを担っている。また、PrT ドメインは鎖長や環化様式の制御に関与することが知られて
いる。DMOA合成酵素のドメイン構造は SAT-KS-AT-PrT-ACP-MT-TEであり（Figure 1-9A）、
acetyl-CoA を開始基質として 3 分子の malonyl-CoA が縮合するが、本酵素は、伸長反応の過
程で 2 度のメチル化も触媒する。アルドール反応による閉環反応後、脱水、芳香化を経て、
最終的に TE ドメインの働きを受けて酵素より解離し DMOA を生じるものと考えられる
（Figure 1-9B）。 
 糸状菌由来 iPKS に関しては、各ドメインの X 線結晶構造解析なども含め、すでに多くの
研究がなされているが、伸長回数の多寡、あるいは各触媒サイクルにおいて機能するドメイ
ンを決定する因子については未だ明確な解は得られておらず、今後のさらなる解析が待たれ
ている。  
 
1-4-3. プレニル基転移酵素 
 プレニル基転移酵素（PT）は、その機能に応じていくつかのグループに大別される。ひと
つは、ゲラニル二リン酸（GPP）、ファルネシル二リン酸（FPP）、ゲラニルゲラニル二リン酸
（GGPP）などの直鎖状ポリプレニル二リン酸の合成を担う酵素である。また、タンパク質や
ペプチドの側鎖のプレニル化を触媒する酵素も広く知られている。加えて、プレニル基受容
体の水酸基、カルボキシル基、アミノ基に対してプレニル基を導入する酵素も存在する。芳
香環にプレニル基を導入する aromatic prenyltransferaseは、特に二次代謝産物の生合成に広く
関与しており、天然物の構造多様化に大きく寄与している酵素である 51。糸状菌メロテルペ
ノイドの生合成においては、aspernidine A生合成に関わる O-farnesyltransferase（PkfE）の様な
例も存在するものの 52、多くの場合において aromatic prenyltransferaseによってプレニル基が
導入されるものと考えられる。以下では、これまでに機能解析がなされている糸状菌メロテ
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ルペノイド生合成に関与する PTの例を挙げながら、その機能や特徴について述べる。 
 Pyripyropene A 生合成においては、Pyr6 が HPPO のファルネシル化を触媒する（Figure 
1-10A） 43。本反応においては、FPPの二リン酸基が脱離することでアリルカチオンを生じた
後、これが HPPO の芳香環を求電子攻撃することで炭素-炭素結合が形成され、最終的に脱
プロトン化によって反応が完結する。本酵素は 9 回膜貫通型タンパク質と予想されており、
ユビキノン生合成に関わる UbiA（Figure 1-10B）と相同性を有する 53。Pyr6 のホモログは、
DMOA 由来メロテルペノイドの生合成にも関与することが知られており、terretonin および
austinolの生合成においてはそれぞれ Trt2または AusNが、同様の反応によって DMOAのフ
ァルネシル化を担うことが知られている（Figure 1-10C） 54, 55。しかしながら、Trt2/AusNの反
応においてはファルネシル化によって基質の芳香族性が失われるという点で Pyr6とは異なっ
ている。この結果、反応産物には不斉炭素が生じるが、その立体化学の直接的な証明はなさ
れていない。しかしながら、後続の生合成中間体の絶対立体配置を踏まえ、この位置の立体
化学は R であると推定されている 56。他方で、mycophenolic acid 生合成においてファルネシ
ル化を担うとされる MpaA もまた UbiA タイプの PT であり、本酵素は PKS により生じた
5-methylorsellinic acid（5-MOA）に由来するフタリド化合物を基質とするが、この場合には芳
香族性が喪失することはない（Figure 1-10D） 57。 
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Figure 1-10. (A) Prenylation reactions catalyzed by (A) Pyr6, (B) UbiA, (C) Trt2 or AusN, and (D) 
MpaA. 
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 つづいて、インドールジテルペンの生合成に関わる PTについて述べる。インドールジテル
ペンとは 3-geranylgeranyl indole（GGI）に由来する一連の化合物群であり paxilline 58、aflatrem 59、
lolitrem B 60、penitrem A 61などが代表的な化合物として知られる（Figure 1-11）。非テルペノイ
ド部位はポリケタイドに由来しないものの、その生合成において、プレニル化→エポキシ化
→環化というプロセスを経る点では、上述のポリケタイド由来メロテルペノイドの生合成と
よく類似している。GGIを合成するPTとして知られるPaxCは indole-3-glycerol phosphate（IGP）
と GGPPを基質として GGIを合成する（Figure 1-12） 62。PaxCは上記の UbiAタイプの PTと
は相同性を有さない可溶性のタンパク質であるが、反応機構としては同様に二リン酸基の脱
離によって開始するものと考えられる。なお、aflatremの構造に見られるように、インドール
ジテルペンの中にはインドール環にジメチルアリル二リン酸（DMAPP）に由来する C-5単位
が付加した化合物も存在する。この C-5単位の導入もまた PTによって触媒される反応である
が、本反応は生合成の中後期に起こる反応であり、基本骨格を構築する PTとはその性格を異
にする 63。 
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Figure 1-11. Representative fungal indole-diterpenoids. 
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Figure 1-12. Proposed reaction mechanism of the PaxC-catalyzed geranylgeranylation. 
 
1-4-4. テルペン環化酵素 
 糸状菌メロテルペノイド生合成において PTによって導入されたプレニル基は、多くの生合
成経路においてテルペン環化酵素による閉環反応を受ける。テルペン環化酵素は直鎖状の基
質を用いて、多数の炭素-炭素結合ならびに不斉中心を一挙に構築するという、酵素反応の中
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でも最も複雑な反応を触媒する酵素である 6。したがって、メロテルペノイドの構造多様性を
生み出す上でも、テルペン環化酵素は重要な役割を果たしていると考えられる。 
 テルペン環化酵素は、その反応開始様式に応じて Class Iと Class IIの二つに大別される。
Class Iテルペン環化酵素は、プレニル二リン酸の二リン酸基の脱離に伴うアリルカチオンの
生成を反応の基点とする酵素であり、artemisinin 生合成に関わる amorphadiene synthase 64 や
taxol生合成における taxadiene synthase 65などが代表的な例である（Figure 1-13A, B）。Class II
テルペン環化酵素は、二重結合やエポキシドのプロトン化によって環化反応を引き起こす酵
素であり、ent-copalyl pyrophosphate synthase 66や lanosterol synthase 67などが知られる（Figure 
1-13C, D）。テルペノイドは 50000以上の分子種が知られる極めて巨大な化合物群であり、し
たがって、その生合成に関わるテルペン環化酵素については、すでに多数の酵素が同定、機
能解析されるとともに、反応機構や酵素の立体構造などに関しても広く研究がなされてきた。
以下では、糸状菌メロテルペノイド生合成に関与するテルペン環化酵素について述べる。 
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Figure 1-13. Terpene cyclization reactions catalyzed by (A) amorphadiene synthase, (B) taxadiene 
synthase, (C) ent-copalyl pyrophosphate synthase, and (D) lanosterol synthase. 
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 先述の pyripyropene A生合成においては、テルペン環化酵素 Pyr4はエポキシドへのプロト
ン化によって反応を開始すると考えられており、lanosterol synthaseと類似した Class IIテルペ
ン環化酵素に分類される（Figure 1-14） 43。しかしながら、興味深いことに Pyr4は 7回膜貫
通型タンパク質と予想され、これまで広く研究されてきた Class IIテルペン環化酵素とは全く
配列同一性を示さないことから、新規テルペン環化酵素として同定された。 
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
deacetyl-pyripyropene Eepoxyfarnesyl-HPPO  
Figure 1-14. Reaction catalyzed by seven-transmembrane terpene cyclase Pyr4 
 Pyr4のホモログは DMOA由来メロテルペノイド生合成にも関与することが判明しており、
terretonin 生合成においては Trt1 が austinol 生合成においては AusL が、いずれも同一の基質
である epoxyfarnesyl-DMOA methyl ester を閉環し、Trt1 は preterretonin A を AusL は
protoaustinoid Aをそれぞれ与える（Figure 1-15） 56。両酵素の反応特異性の違いは、反応終結
の際の脱プロトン化の位置に起因すると考えられる。ここで Trt1 や AusL とは異なり、C-11
位のプロトンが引き抜かれて反応が終結すれば、andrastin A などの天然物の生合成前駆体が
生じるものと期待されるが、このような酵素は未同定である。重要なことに、Trt1および AusL
の環化反応が進行するためには、ファルネシル化の後に DMOAに由来するカルボキシル基が
メチル基転移酵素 Trt5によってメチル化される必要があり、メチルエステルを有さない基質
アナログは環化酵素の基質とならないことが明らかにされている 56。なお、エポキシドは FMO
である Trt8により導入される。これら 3つのテルペン環化酵素の基質中のエポキシドの立体
化学に関しては直接の決定はなされていないが、後続の生合成中間体の構造を基に、Pyr4 の
基質は S体である一方で Trt1および AusLの基質は R体であると推定されている 56。 
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Figure 1-15. Terpene cyclases involved in the biosynthesis of DMOA-derived meroterpenoids.  
 加えて、Pyr4 に類似したテルペン環化酵素はインドールジテルペンの生合成にも関与して
おり、特に paxilline生合成に関わる PaxBに関しては詳細な機能解析がなされている 62。本生
合成においては、まずGGIのゲラニルゲラニル基の末端から二番目の二重結合がFMO（PaxM）
によってエポキシ化を受けたのち、PaxB が環化反応を触媒し、五環性の中間体 emindole SB
を与える。本化合物は、同一のエポキシダーゼによって再度エポキシ化を受け、これを PaxB
が閉環することで最終的に六環性の paspalineが生成する（Figure 1-16）。 
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Figure 1-16. Reactions catalyzed by PaxM and PaxB.  
 他方で、Class Iテルペン環化酵素が糸状菌メロテルペノイドの生合成に関与する例も知ら
れている。Fumagillinは pyripyropene Aなどと同様にポリケタイドとテルペノイドに由来する
メロテルペノイドであるが、その生合成機構は大きく異なっている。本生合成においてテル
ペン環化酵素 Fma-TCは、FPPを基質として環化反応を触媒し β-trans-bergamoteneを合成する
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（Figure 1-17） 68。本化合物は種々の修飾反応を受けて fumagillolへと変換されたのち、別途
PKS によって合成されたドデカペンタエン酸と縮合して fumagillin の生合成前駆体 
prefumagillinを与える。興味深いことに、Fma-TCは 6回膜貫通型タンパク質と予想されてお
り、Pyr4 を含めこれまで既知のテルペン環化酵素とは配列相同性を有さない新規のテルペン
環化酵素である。 
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Figure 1-17. Cyclization reaction catalyzed by Fma-TC and biosynthetic pathway leading to 
prefumagillin. 
 その他特殊な例として、viridicatumtoxin 生合成におけるゲラニル基の閉環反応は P450
（VrtK）によって触媒されることが知られている 69。本反応は、水素原子の引き抜きによっ
て開始すると推定されており（Figure 1-18）、反応機構の面でも他のテルペン環化酵素とは大
きく異なっている。 
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Figure 1-18. VrtK-catalyzed cyclization of the geranyl moiety in the viridicatumtoxin biosynthesis. 
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1-4-5. 修飾酵素群 
 糸状菌メロテルペノイド生合成の中後期段階においては、通常、種々の修飾酵素が機能す
ることで基本骨格の官能基化や骨格変換が行われる。修飾反応に関しては、個々の生合成経
路における多様性が非常に大きいため、本項では、DMOA 由来メロテルペノイドのうち
terretonin および austinol に関して、すでに得られている知見を述べることで、修飾反応の多
様性を紹介することとしたい。 
 Terretoninの生合成遺伝子クラスタ （ーtrtクラスター）は全 10遺伝子からなり（Figure 1-19） 70、
そのうち 5 遺伝子が環化中間体 preterretonin A の生合成に関与することが明らかにされてい
る 56。したがって、残りの 5 つの遺伝子が修飾酵素をコードするものと考えられる。これら
の機能については遺伝子破壊実験を通じて研究がなされており、以下のような経路が提唱さ
れている 70。まず、preterretonin Aの 3位水酸基が短鎖型脱水素酵素/還元酵素（SDR）Trt9に
よって酸化され preterrenoid となったのち、FMO である Trt3 による水酸化を受けて terrenoid
へと変換される（Figure 1-20）。Terrenoidは P450をコードする trt6を破壊した際に蓄積する
ことが判明しており、terrenoid は Trt6 によってさらに酸化されることが期待されるが、その
生成物は明らかにされなかった。また、NHI をコードする trt7 を破壊した場合には、一切の
生合成中間体が蓄積しなかったことから、その機能は不明なままであった。興味深いことに、
trt14破壊株からは terretoninが検出されなかったものの、terretoninのメチルエステル基を欠い
た terretonin Cが得られることが判明している（Figure 1-20）。Trt14はこれまでに酵素学的レ
ベルで機能解析がなされたタンパク質とはほとんど配列相同性を示さないタンパク質である
が、この結果を踏まえると、Trt14 は何らかの形で terretonin のメチルエステル形成に寄与す
るものと考えられる。 
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(B)
ca. 27.3 kb
1         2                  3                                      4                                    5       14         6                   7               8         9                     
The trt cluster from Aspergillus terreus NIH 2624
Gene Amino acids (base pairs) Protein homologue, origin Similarity/identity (%)Proposed function
trt1 236 (768) AdrI, Penicillium chrysogenum 70/48 Terpene cyclase
trt2 342 (1115) AusN, Aspergillus nidulans 76/61 Prenyltransferase
trt3 648 (1947) AusB, Aspergillus nidulans 74/65 FAD-dependent monooxygenase
trt4 2440 (7750) AusA, Aspergillus nidulans 79/67 Polyketide synthase
trt5 279 (1021) AusD, Aspergillus nidulans 91/77 Methyltransferase
trt14 142 (429) AN9252.2, Aspergillus nidulans 64/41 Hypothetical protein
trt6 489 (1701) AdrA, Penicillium chrysogenum 70/51 Cytochrome P450
trt7 286 (861) PDE_10009, Penicillium oxalicum 61/42 PhyH-like dioxygenase
trt8 476 (1607) AusM, Aspergillus nidulans 71/57 FAD-dependent monooxygenase
trt9 257 (972) AdrF, Penicillium chrysogenum 82/68 Short chain dehydrogenase  
Figure 1-19. (A) Schematic representation of the trt cluster. The direction of the arrow indicates the 
direction from the start to the stop codon. (B) Annotation of each protein in the trt cluster. The 
deduced function of each open reading frame (ORF) and the amino acid sequence similarity/identity, 
as compared with the homologues found by a BLAST search at NCBI, are shown. 
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Figure 1-20. Mid-stage biosynthesis of terretonin. 
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 Austinolの生合成遺伝子群は Aspergillus nidulansの染色体上で二カ所に分かれて存在するこ
とが知られており、少なくとも 14 個の遺伝子がその生合成に関与することが判明している
（Figure 1-21） 55。本生合成経路においても、terretonin生合成と同様に 5つの酵素が最初の環
化中間体 protoaustinoid A の生合成を担っている 56。Austinol 生合成の中後期段階も遺伝子破
壊実験による解明が試みられている 55。その結果として、protoaustinoid A が、スピロラクト
ンを有する preaustinoid A3へと変換されることが示唆されているが、その変換に関わる酵素
群については、FMOをコードする ausBを破壊した際に protoaustinoid Aが蓄積することが知
られるのみであり、その他の酵素や詳細な変換反応のメカニズムについては未だ不明のまま
である。 
 
Gene Amino acids (base pairs) Protein homologue, origin Similarity/identity (%)Proposed function
ausA 2476 (7734) Trt4, Aspergillus. terreus 81/69 Polyketide synthase
ausB 648 (1926) Trt3, Aspergillus terreus 74/65 FAD-dependent monooxygenase
ausC 652 (1959) ATEG_07927, Aspergillus terreus 70/54 FAD-dependent monooxygenase
ausD 282 (1017) Trt5, Aspergillus terreus 90/77 Methyltransferase
ausE 298 (897) MCYG_05696, Arthroderma otae 59/44 PhyH-like dioxygenase
ausF 158 (477) AN9255, Aspergillus nidulans 75/54 Hypothetical protein
ausG 508 (1851) Trt6, Aspergillus terreus 66/48 Cytochrome P450
ausH 147 (444) S40285_10017, Stachybotrys chlorohalonata 58/38 Hypothetical protein
ausI 499 (1796) Trt6, Aspergillus terreus 56/37 Cytochrome P450
ausJ 162 (489) AusF, Aspergillus nidulans 74/54 Hypothetical protein
ausK 398 (1197) AFUA_2G11250, Aspergillus fumigatus 82/69 Ketoreductase
ausL 247 (794) PEXP_063390, Penicillium expansum 64/47 Terpene cyclase
ausM 479 (1577) Trt8, Aspergillus terreus 71/58 FAD-dependent monooxygenase
ausN 316 (951) Trt2, Aspergillus terreus 75/61 Prenyltransferase
(A)
(B)
A E FDB C G H M NI J K L
ca. 17.6 kb
The aus cluster from Aspergillus nidulans FGSC A4
ca. 33.7 kb
 
Figure 1-21. (A) Schematic representation of the aus cluster. The direction of the arrow indicates the 
direction from the start to the stop codon. (B) Annotation of each protein in the aus cluster. The 
deduced function of each open reading frame (ORF) and the amino acid sequence similarity/identity, 
as compared with the homologues found by a BLAST search at NCBI, are shown. 
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 Preaustinoid A3 は先述した Trt14 のホモログである AusJ による異性化反応を経て
preaustinoid A4へと変換される。本化合物は続いて、アルドケト還元酵素（AKR）AusKおよ
び、やはり Trt14のホモログである AusHの共反応によって γ-ラクトンを有する isoaustinone
となる。本化合物はさらに二つの P450（AusI および AusG）による Baeyer-Villiger 酸化なら
びに水酸化を受けて austinolへと変換される（Figure 1-22）。なお、A. nidulansは austinolの脱
水素体である dehydroaustinolも生産することが知られるが、austinolを dehydroaustinolへと変
換する酵素は明らかになっていない 55。このように、austinol生合成はその大部分が明らかに
されているが、preaustinoid A3の合成経路やスピロラクトンの形成機構は不明のままであり、
その解明が待たれている。 
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Figure 1-22. Late-stage biosynthesis of austinol and dehydroaustinol. 
 
1-5. 生合成研究の方法論 
 天然物の生合成研究には先述のとおり、同位体の取り込み実験が広く行われてきたが、近
年では天然物の生産者のゲノム情報を比較的容易に入手できることから、生合成研究は酵
素・遺伝子レベルで行われることが多い。本項では、酵素・遺伝子レベルでの糸状菌由来天
然物の生合成研究の方法論についてまとめる。 
 最初の段階として、標的化合物の生合成遺伝子クラスターの情報を入手する必要がある。
研究対象とする生物のゲノム情報が公開データベース中に存在する場合はその中に候補遺伝
子群を探索するが、ゲノム情報が公開されていない生物を扱う場合は、研究に先立ってゲノ
ムシーケンス解析を実施するか、当該生物のゲノムライブラリーを調製する。ただし、以前
はゲノムライブラリーから目的の遺伝子クラスターを探索することも広く行われていたが、
今日ではゲノムシーケンス解析のコストが安価になったため、ゲノムシーケンス解析が実施
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されることが多くなっている。ゲノム情報が入手できれば、つづいて目的の遺伝子クラスタ
ーをゲノム中に探索する。標的化合物の分子構造をもとに、どのような生合成遺伝子が関与
するかを予想し、その基準に一致する遺伝子クラスターを検索する。たとえば、本研究で対
象とするメロテルペノイド化合物の場合、その生合成には PKS、PT、テルペン環化酵素が関
与することが推定される。したがって、これらの酵素群をコードする遺伝子がまとまって存
在する領域を探すことによって、推定生合成遺伝子クラスターを見出すことができる。 
 標的化合物の生合成に関与すると思われる遺伝子クラスターが発見されれば、引き続いて、
その機能解析を実施する必要が生じる。機能解析の方法論は、①遺伝子破壊実験、②異種発
現系構築、③精製酵素を用いた実験、の大きく三つに分けられる。以下に、各方法論につい
て詳述する。 
 第一に、遺伝子破壊実験とは、クラスター中に存在する遺伝子をそれぞれ破壊した際の表
現型の変化を精査することで、各遺伝子の機能や生合成経路を推定するというものである。
すなわち、ある遺伝子を破壊した際に、研究対象とする化合物が生成しない代わりに野生型
では見られない化合物が蓄積したならば、その化合物は破壊した遺伝子のコードする酵素の
基質である可能性が高い。このように、各遺伝子を順次破壊した際に蓄積する化合物を網羅
的に明らかにすることで、生合成経路全体を推定することも可能になる。本法は、事前にほ
とんど生合成経路を予想できないような場合でも、遺伝子を順次破壊するという単純な手法
によって、各遺伝子の機能や生合成経路の推定を行える点で、非常に強力な手法であると言
える。しかしながら、本法にはいくつかの問題点も存在する。ひとつは、遺伝子破壊の結果、
一切の生合成中間体が蓄積しないケースが少なからず存在することである。先述した
terretonin や austinol の生合成研究においても、遺伝子破壊を行った際に中間体の蓄積が見ら
れなかった酵素遺伝子がいくつか存在しており 55, 70、全生合成経路の解明には至っていない。
また、糸状菌においては通常、遺伝子破壊の効率が非常に低いことも問題点である。遺伝子
破壊は、一般的には DNAの相同組換えを用いて行われるが、糸状菌の場合は相同組換えより
も非相同組換えが優先するため、目的の破壊株を得るために多数の形質転換体を精査する必
要が生じることもある。なかには、遺伝子破壊の成功率が 0.1%という例も存在する 71。この
問題を解決するための手法として、あらかじめ相同組換えに関与する酵素遺伝子を破壊した
株が用いられる場合も多いが、いずれにしても最初の遺伝子破壊の成功率が低いという問題
点は残されたままである。 
 第二の手法として、異種発現系の構築が挙げられる。これは、単独あるいは複数の生合成
遺伝子を適当な異種宿主に導入し、新たに生成する代謝物を明らかにすることで、導入した
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遺伝子の機能を推定しようとするものである。この際、生合成遺伝子クラスター全体を導入
することもある。異種宿主としては、大腸菌、酵母、糸状菌などが用いられる。本法の利点
としては、適切な宿主や遺伝子発現システムを利用することで、生産菌では生産量が低い化
合物であっても、高収量で獲得することができる点が挙げられる。遺伝子破壊実験では明ら
かにされなかった生合成経路が、異種発現系構築を通じて確立された例も知られており 62、
生合成中間体を大量に調製可能という点において優れた手法であると言える。糸状菌由来の
生合成遺伝子を扱う場合の異種宿主としては、酵母のほか 72、糸状菌 Aspergillus oryzae 73-75や
Aspergillus nidulans 76, 77などが汎用されており、すでに多数の成功例が報告されている。当研
究室においても、A. oryzaeを用いた生合成研究をすでに複数報告している 43, 54, 56。 
 本手法の欠点としては、導入すべき遺伝子の選択ならびに異種宿主での遺伝子発現の二点
に関する問題が挙げられる。異種発現系構築に際しては、どの遺伝子を発現させるのかを選
定する必要があるが、仮にある遺伝子を発現させたとしても、その遺伝子産物の基質が異種
宿主内で供給されなければ、表現型（代謝物プロファイル）には変化が生じず、その遺伝子
の機能を明らかにすることもできない。すなわち、発現系構築の前段階として、生合成経路
や生合成酵素の働く順番などについて、ある程度予想可能である必要がある。しかしながら、
特に生合成の中後期段階については、経路の予測が容易ではないことも多く、この点で困難
を生じうる。また、たとえ適当な遺伝子を導入したとしても、異種宿主の中で発現しないケ
ースも存在する。例えば、クラスターの全体や一部をインタクトな状態で異種宿主に導入す
る場合、導入遺伝子の発現はネイティブプロモーターが異種宿主内で機能するか否かに依存
する。したがって、異種宿主内にネイティブプロモーターを認識する転写因子が存在しない
場合、当該遺伝子は発現しない。また、スプライシング機構の相違が問題になるケースも存
在する。これらの問題点の解決策としては、強力なプロモーターの下流に目的遺伝子のコー
ディング領域を導入する、遺伝子クラスター内に転写因子がコードされている場合は当該転
写因子を異種宿主内で過剰発現させる 77、糸状菌二次代謝のグローバルな制御因子として知
られる laeAを過剰発現させる 73、イントロンフリーの cDNAを調製した上で異種宿主に導入
する、などの手法がとられることが多い。しかしながら、あらゆる糸状菌の生合成遺伝子の
効率的発現に適したホストは未だ存在せず、今後のさらなる発展が望まれている。 
 第三の手法は、精製酵素を用いた実験である。目的の酵素タンパク質を適切な異種宿主に
て大量発現させたのちに精製するか、あるいは当該酵素の生産者より直接精製することで、
標的タンパク質を得て、これを用いた in vitroのアッセイを実施する。目的の酵素の遺伝子配
列が既知の場合には、一般的に前者の手法がとられる。異種宿主としては、大腸菌が用いら
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れることが多いが、発現させるタンパク質の特性に応じて酵母などが用いられることもある。
本法の利点としては、まず酵素機能の証明が可能になることが挙げられる。上述の遺伝子破
壊や異種発現系構築は、いずれも生合成経路の推定における強力な手法ではあるが、あくま
で、破壊あるいは導入した遺伝子がある化合物の生成に何らかの形で関与することを示すの
みであり、酵素機能の完全な証明とはならない。精製酵素を用いた実験により、他の生体内
分子の存在を排除した上である反応が進行することを確認できれば、当該酵素が真にその反
応を担うという証明となる。また、精製酵素を用いることで、速度論的パラメーターの取得
や基質特異性の検討など、酵素の生化学的な性状を明らかにすることもできる。加えて、酵
素の立体構造を明らかにすべく X線結晶構造解析を実施する場合には、高度に精製された酵
素の調整が必須である。以上のように本手法は、酵素自体に焦点を当てた研究を実施する上
では非常に重要であるが、研究に先立って、酵素反応の基質を調製する必要がある。遺伝子
破壊や異種発現系構築によって得られた生合成中間体を用いることができるが、その場合は
これらの実験も同時に行う必要がある。また、基質と考えられる化合物が合成化学的に調製
されることもあるが、複雑な天然物が基質となる場合、その合成には困難が伴う可能性が高
い。加えて、酵素の反応性や基質の入手しやすさなどにも依存するが、一般的に、本法は大
量合成には適さない。 
 以上の三つの手法はそれぞれ一長一短であり、生合成研究においては複数の手法が用いら
れることが多い。なお、本研究では、異種発現系構築と精製酵素の利用によって、天然物生
合成経路の解明を試みる。 
 
1-6. 本研究の目的 
 本研究は、DMOA由来メロテルペノイド化合物に着目し、その生合成分子基盤を網羅的に
解明するとともに、構造多様性が生じる機構についての知見を得ることを目的とする。特に、
andrastin A、austinol、anditominの三つの化合物を研究対象とし（Figure 1-23）、その生合成の
全容を明らかにする。Andrastin A生合成には、先述のとおり既知の酵素とは機能（生成物）
を異にするテルペン環化酵素の関与が示唆されており、当該環化酵素を同定できれば、「テル
ペノイド部位の環化反応」というメロテルペノイドの構造多様化における重要な因子に関す
る新たな知見が得られるものと考えられる。また、austinol と anditomin はそれぞれ、スピロ
ラクトンならびに分子内架橋構造という非常に特異な分子骨格を有しており、これら両化合
物の生合成研究は、ユニークな反応を触媒する酵素の発見に繋がるものと期待される。さら
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に、一連の研究を通じて DMOA由来メロテルペノイド生合成遺伝子群の情報が蓄積すること
で、糸状菌が如何にして単純なビルディングブロックから複雑な分子を構築するかについて
の理解が深まるはずである。ひいては、「異なる糸状菌に由来する生合成経路（遺伝子群）を
再構成し、人工的な代謝経路を創出することで新規有用物質を獲得する」という将来的な研
究の足掛かりにもなるものと期待される。上記の理由から、新奇酵素の発見ならびに有用物
質生産への応用を目指して、研究を開始するに至った。 
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Figure 1-23. Fungal meroterpenoids studied in this study. 
 
1-7. 本論文の構成 
 第 2章では、Penicillium chrysogenumのゲノムデータベース中に andrastin A生合成遺伝子ク
ラスターを同定するとともに、生合成の全容を解明した。その過程で、新規テルペン環化酵
素 AdrIを見出し、本酵素が Trt1や AusLと同一の基質を受容しながらも異なる閉環産物を与
えることを明らかにした。 
 第 3章では、Aspergillus nidulansに由来する austinol生合成に関与する三つの酸化酵素の機
能解析を行い、遺伝子破壊実験では明らかにされなかった protoaustinoid Aから preaustinoid A3
に至る生合成経路を解明した。本経路においてジオキシゲナーゼ AusEが、多段階の酸化反応
を触媒するとともに、スピロ環形成を担うことを見出した。 
 第 4章では、Emericella variecolorのゲノム中に anditomin生合成遺伝子クラスターを見出
すとともに、全生合成経路の解明に成功した。その結果として、ジオキシゲナーゼ AndA が
非常に奇異な骨格変換を行うことで anditominの分子内架橋構造が生成することが判明した。 
 第 5章では、本研究を総括するとともに、今後の展望などについても述べる。 
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第 2章 Andrastin A の生合成研究 
 
2-1. 背景・目的 
Andrastin A-D（1-4, andrastin類）は、糸状菌 Penicillium sp. FO-4259より Rasファルネシル
トランスフェラーゼ阻害剤として単離されたメロテルペノイドであり 78-80、複数の Penicillium
属糸状菌により産生されることが知られる（Figure 2-1A） 81。がん遺伝子産物 Rasの活性化に
はそのファルネシル化が必須であることから 82、andrastin類は新規抗がん剤のリード化合物と
して期待されている。さらに、andrastin Aはおそらく P糖タンパク質を阻害することで、抗
がん剤 vincristine耐性細胞の薬剤耐性を克服する作用を有している 83。このような特異な生物
活性と分子構造ゆえに、すでに合成研究もなされているが 84、現在のところ andrastin 類の全
合成の報告はない。また、同位体標識化合物を用いた生合成研究は行われているが 85、andrastin
類の生合成遺伝子も未だ報告例がない。したがって、andrastin 類の生合成分子基盤を解明で
きれば、生合成酵素を利用した andrastin類ならびにその類縁体の合成なども可能となる。 
加えて、第一章にて述べた通り andrastin類は、terretoninや austinolと同じく epoxyfarnesyl- 
DMOA methyl ester（5）を中間体として生合成される一方で、両化合物生合成に関わるテルペ
ン環化酵素とは機能を異にする酵素が関与することで、共通のカチオン中間体 6 を経て異な
る閉環産物 7が生じるものと予想される（Figure 2-1B）。したがって、andrastin類の生合成研
究は、新規機能を有するテルペン環化酵素の同定のみならず、これまで既知の環化酵素との
比較解析による反応多様性創出機構の解明にも繋がることが期待される。以上のことを踏ま
え、andrastin類の生合成全容解明を目指すこととした。 
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Figure 2-1. (A) Structures of andrastins A-D and (B) proposed reaction mechanism of the terpene 
cyclase involved in the formation of the andrastin scaffold. 
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2-2. Andrastin A生合成遺伝子クラスターの探索 
 本研究では andrastin類を生産することが知られる Penicillium属糸状菌のうち、ゲノムシー
ケンスが公開されている Penicillium chrysogenumに着目し 86、そのゲノムデータベース中に推
定生合成遺伝子群を探索することとした。先述の通り、andrastin 類は epoxyfarnesyl-DMOA 
methyl ester（5）を経て生合成されると考えられることから、terretonin生合成において 5の生
合成に関わる酵素群と高い同一性を有する酵素群が andrastin類の生合成にも関与するものと
推定される。そこで、これら一連のタンパク質と高い同一性を示すタンパク質をコードする
DNA領域をゲノムデータベース中に検索したところ、該当する箇所がただ一つ見出されたこ
とから、これを andrastin類生合成遺伝子クラスターであると予想し（Pc22g22820 - Pc22g22920
の遺伝子領域）、adrクラスターと命名した（Figure 2-2）。 
(A)
(B)
ca. 30.4 kb
The adr cluster from Penicillium chrysogenum Wisconsin 54-1255
Gene, 
Pc22g22XXX Amino acids (base pairs) Protein homologue, origin Similarity/identity (%) Proposed function
820 (adrA) 512 (1744) BDBG_03859 (Ajellomyces dermatitidis)77/58 Cytochrome P450 
830 (adrB) 213 (1162) — — Hypothetical protein
840 (adrC) 1442 (4613) ANI_1_1494064 (Aspergillus niger) 73/58 ABC transporter
850 (adrD) 2496 (7930) AusA (Aspergillus nidulans) 69/54 Polyketide synthase
860 (adrE) 336 (1280) PMAA_102060 (Talaromyces marneffei)64/48 Ketoreductase
870 (adrF) 255 (949) Trt9 (Aspergillus terreus) 81/67 Short chain dehydrogenase
880 (adrG) 325 (1073) AusN (Aspergillus nidulans) 74/56 Prenyltransferase
890 (adrH) 451 (1643) AusM (Aspergillus nidulans) 68/55 FAD-dependent monooxygenase
900 (adrI) 248 (803) Trt1 (Aspergillus terreus) 66/45 Terpene cyclase
910 (adrJ) 498 (1556) AOR_1_310024 (Aspergillus oryzae) 60/42 Acetyltransferase
920 (adrK) 277 (1060) AusD (Aspergillus nidulans) 80/67 Methyltransferase
A B C D E F G H I J K
 
Figure 2-2. (A) Schematic representation of the adr cluster. The direction of the arrow indicates the 
direction from the start to the stop codon. (B) Annotation of each protein in the adr cluster. The 
deduced function of each open reading frame (ORF) and the amino acid sequence similarity/identity, 
as compared with the homologues found by a BLAST search at NCBI, are shown. 
 本クラスターは 11個の遺伝子から構成されるが、このうち adrD、adrG、adrK、adrHと命
名した遺伝子がそれぞれポリケタイド合成酵素（PKS）、プレニル基転移酵素（PT）、メチル
基転移酵素（MT）、FAD依存型モノオキシゲナーゼ（FMO）をコードしており、5 の生合成
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に関与するものと強く示唆された。なお、PKS をコードする adrD の遺伝子産物は National 
Center for Biotechnology Information（NCBI）のデータベース上では全く異なるタンパク質であ
るとアノテーションされていたが（Pc22g22850、アクセッション番号：XP_002566179）、遺
伝子配列をもとに PKSであると決定し、その遺伝子産物の配列を予想した（Figure 2-3）。加
えて、本クラスターはテルペン環化酵素と予測される AdrIをコードしていたが、本タンパク
質のデータベース上の配列（Pc22g22900、アクセッション番号：XP_002566184）は、ホモロ
グタンパク質である Trt1や AusLと比べて C末側が短かった。これは、イントロンの予測の
誤りに起因すると考えられたことから、配列を修正した上で以後の実験に用いることとした
（Figure 2-4）。 
MVDLSQTSPGRPVCLVFGPQIAEIDESLFYISRNIDENPALHFLKDVLRELPSLWSTISDTWAPLSSIPGAAQLTALADCVQGGPI
ATHENPTNVLLTPLTVIRQIIDAWKFKEKSQNKCRIMDAQGFCVGFLAAVAVACSNDAKEFADIASTMVRLAVCIGTAVDLDGISH
GQARSVAVRWKSASENEQLNRLLTSSSTAYVSCFTDTNSATVTVAEDAVDDLIKELGSHGLSVKIIDLKGRFHHASHITAVQYLS
SLCDTDDRLRLAGTGTCVLPLRSNVDGHLIGKISDIHKIALESILTKPSQWAMTVSAAVEHSRETNDDLSLAAIGTGQFVPRLVR
NRVLDHTNNSLWDTKHEMLPNGIHKSSFPTESMQSTNMAAMAGTATPIAITGMGCRYAQADSPEQLWEMLELGQCGVSALP
NERFKMDKLRREPKGPFWGNYLANPDVFDHRFFGISAREADAMDPQQRLLLQVGYEAMESAGYCGLRNPNVPTDIGCYVG
VGSDDYTENVGSTHANAFSATGTLQAFCTGRLSHYFGWTGPSVVVDTACSSAAVSIHLACKALQTNECSIAVAGGVNVMTSP
RVTQNLAAASFLSPTGASKAFDATANGYCRGEGAGLVVLRPLADAIRNGDPILAVIGGSAVNQGSNCSPITVPDSNSQRSLYRK
ALLASGIPPEDVTYVEAHGTGTQVGDPIEFDSIRKAFGGPGRSEKLHVGSIKDNIGHTETASGVAGLLKTVLMMQKQQIPKQAN
FVQLNPKIPALDDAEIAIPTKSIHWPSAATSSSNAVAMVTNYGAAGSNAALVVKQYKAPSEPSNRASLLPSEVPIILAANSVESLR
SYCKVLLPSVRNAQLGSCQDIAYNLAVKQSRDMDYISTLTVPADQPNELIAKLESMSTETTNPKKQPSSRLPVILCFGGQNGNE
TTLSEDLFNQCELLQYHLMECEKVCRTRDLPSLFPRIFQTGPIEDTVSLHCILFSIQYASAMSWISSGLQVDRIIGHSFGQLTGL
CVAGGLNLSDALYLVSERARMIQSMWGSERGAMLLVEGTEADVQSLLNRATQQMADAAVDVACVNGPRNIILAGDERSLQMI
QKLSAETPSILRTKRLKNTHAFHSRLVDSIVPSLSKVAQQLQYTPLSIPLEACWQDGDWSFVSPDKIVAHSRGRVDFQTAVERV
AQRIQGPAIWLEAGSASPIIPLVRRVIDTVTASSKDHLYQSLDLGGPQGQKNLSQATCNLWSRGAKVQFWQFHGSQAKSYNWI
NLPPYQFAQTRHWIAYDPNAFAPLPEDKPTVPSSGGPKEFVQLLTKQPTECVFAINTKDHLYQECTQGHAVLDQNLCPASLYF
EVIVRAAGLVRPENDTSPSMPHLQNLAISAPLVLNPTGNVLLSLTRARAGDSPWSFSLYTREPNTNLVTTHATGEISLHPFGQN
TPLFVRLHSMNRLIDSSRVDSIANSRESSGLKGFAVYQAFRRVVNYADCYRGVERVFATEHEAAGIVNLLSSKTKDAACDPML
VDNFIQVAGIHVNCLSETNEDEVFVCTGVGEILIGEAFMTRDPKSSRSWGVYSNMDRSVKNKIACDTFVLDRETGKLAVTILSA
EFTSVSIAGLARVLKKLNNQADDEKASPDLSLRNDSKVDVNPTPQNTAPVVQPTRQAAAEPGYFVVVQEMLCDLLGIVSEELL
PSSNLEEIGVDSLMRTEVLVEIKKRFNVSIDASTLTEIPNIQALVQTIFPDAATAPLTHGVHPSLEIETTDVPDSENNTHVIPTPISD
ADVHGLIDIAPTLFTDIQRSTSHSEMTQWNGFCESVYPKQMALVTAYVVEAFKSLGVSLDKFEAEGVIPQVPVLKQHGKVRNQ
LYSILEFSNLIRATDRGFVRTTIPVPTISSDVLHEEIIRLYPQHRSEHHLLKTTGSRLSDCLSGAADPLSLLFQDAEARRLMEDVY
TNAPMFKGATNHLAQYLVNLLGRMDTTREINILEIGGGTGGTTKALLNQLTAVPGLRFQYTFTDLSSGLLTLARKKFKHYNFMK
YQVLNVEQTPTPDMVGQYDIILSSNCVHATRNLVQSCSNINKLLRPDGILCLIELTRNLFWFDLVFGLLEGWWLFEDGRQHALA
TEHMWKQTLVQSGFQWVDWTHNDSEESNVLRVITASPTSAVILPPTPGSPLRVMNEETVPYGKNGAVELSADIYYPRDLQPI
GKPRPIALLIHGGGHIMLSRRDVRSKQVKMLLDAGFLPVSVDYRLCPEVSLSEGPMHDVCDALSWARNVLPKLSLCRPDIQSD
GTQVVAVGWSTGAHLAMTLAWTAEQRGIEPPQAILAFYGPTDYEDPFWSKPNFPYGKSAASPEMSYNLWEGMHETPITAYNP
PANQNALGGWMSPADPRSRIALHMNWKGQSLPMLLHGGHFWSAHKDGDCGEDLPVPTLKEIQAVSPLAQIRNGCYKTPTFII
HGTLDDLIPVEQAQRTSQELVTKGVEVELRIVDKAVHLFDIYPGFEKDHAAAQAVQDGYEFLRDHVRY
 
Figure 2-3. Deduced amino acid sequence of AdrD (Pc22g22850). 
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Figure 2-4. Comparison of the revised DNA sequence of adrI with the original database sequence. 
Highlighted in magenta are the region predicted for an intron in this study. 
 本クラスターはさらに、閉環反応後の修飾反応に関与すると予想される 4つの遺伝子（adrF、
adrE、adrJ、adrA）を含んでいた。短鎖型脱水素酵素/還元酵素（SDR）と推定される AdrF
は terretonin生合成に関わる Trt9と高い配列同一性（67%）を示すこと、また、Trt9は環化中
間体 preterretonin Aの C-3α水酸基のケトンへの酸化を担うことを踏まえると（Figure 1-19）70、
本酵素は AdrIによる閉環産物 7の C-3位の水酸基を酸化し、andrastin D（4）を与えることが
示唆される。つぎに、andrastin A-Cの C-3アセトキシ基が β配向であることを考慮すると、4
の C-3 ケトンが立体選択的に還元され、C-3β 水酸基が生じる必要がある。この変換反応は、
アルドケト還元酵素のホモログである AdrE によって触媒されると考えるのが最も合理的で
あろう。本変換産物 8 は、さらにアセチル基転移酵素 AdrJによって andrastin C（3）となっ
たのち、最終的に、シトクロム P450 モノオキシゲナーゼ AdrA が C-23 位のメチル基をアル
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デヒドへと二段階酸化することで andrastin B（2）ならびに andrastin A（1）へと変換されるも
のと推定される（Figure 2-5）。 
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Figure 2-5. Predicted biosynthetic pathway of andrastin A based on the bioinformatic analysis. 
 
2-3. テルペン環化酵素AdrIの機能解析 
 テルペン環化酵素 AdrIの機能解析にあたっては、他のテルペン環化酵素 Trt1や AusLの際
と同様に、本環化酵素遺伝子を基質と考えられる 5 の生合成に関与する四つの遺伝子（trt4、
trt2、trt5、trt8）とともに異種糸状菌 Aspergillus oryzae NSAR1株 87にて共発現させることとし
た。得られた A. oryzae形質転換体を誘導培養後、その培養上清抽出物を高速液体クロマトグ
ラフィー（HPLC）分析に供した（Figure 2-6A）。その結果、MT遺伝子 trt5を含まない 4遺伝
子発現系では、DMOA（9）および環化反応が進行せずエポキシドが加水分解を受けた
dihydroxyfarnesyl- DMOA（10）（Figure 2-6B）が検出された一方で、5遺伝子発現系において
は特異的な代謝物として化合物 7 の生成が確認された。高分解能質量分析により、7 の分子
式は C26H38O5と決定されたことから、環化反応の進行が強く示唆された。単離精製後、各種
NMR分析に供することで、本化合物が andrastin類と同一の四環性骨格を有する新規化合物で
あると決定し、これを andrastin Eと命名した（Table 2-1）。なお、7の絶対立体配置はすでに
絶対立体配置が報告されている andrastin 類や preterretonin A のそれらを基にして決定した。
また、C-15および C-17に対応する二つの 13Cシグナル（それぞれ 183.0 ppmおよび 197.4 ppm）
は 13C-NMR スペクトル上では観測されなかったが、これはケト-エノール互変異性に起因す
るものと考えられる。実際に、他の andrastin 類の NMR スペクトル上でも同様の現象が観察
されている 80, 85。 
 本研究において、閉環産物 7がメチル基転移酵素 Trt5の存在下においてのみ得られたこと
を踏まえると、テルペン環化酵素 AdrIは Trt1や AusLと同一の基質特異性を有しており、カ
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ルボキシル基のメチル化が環化反応の進行に必須であると言える。一方で、AdrI は Trt1 や
AusL とは異なり、カチオン中間体 6 の C-11 位メチレン炭素からプロトンを引き抜くことで
反応を完結させるとともに、andrastin類の基本骨格を構築することが明らかとなった（Figure 
2-1）。 
O
HO CO2CH3
OH
H
H
O
OH
CO2HHOHO
OH
CO2H
OH
7 9 10
trt4+2+5+8+adrI
trt4+2+8+adrI
(A)
(B)
15 20
(i)
(ii)
7
Time (min)
2510
9
9
10
 
Figure 2-6. Functional analysis of the terpene cyclase AdrI. (A) HPLC profiles of culture supernatant 
extracts from A. oryzae transformants harboring (i) trt4, trt2, trt8, and adrI; (ii) trt4, trt2, trt5, trt8, and 
adrI. (B) Structures of compounds 7, 9, and 10. The chromatograms were monitored at 254 nm. 
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Table 2-1. NMR data for andrastin E (7). Two carbons indicated by * were identified in HMBC 
spectra. 
 
2
3
4 5
10
1
6
7
8
9 14
13
12
11
15
16
17
25
28
O
2223
24
HO
20 21
26
OH
27O OH
H
 
 
13C
position δ (ppm) δ (ppm) intensitiy multiplicity HMBC correlation COSY correlation NOESY correlation
1 38.2 1.78 (α) 1H m H-1β, H-2α
0.82 (β) 1H m H-1α, H-2α H-3
2 27.0 1.62 (α) 1H m 1, 3 H-1α, H-2β, H-3
1.54 (β) 1H m 3 H-2β H-3
3 77.8 3.11 1H dd (J = 11.3, 4.5 Hz) 20, 21 H-2α, H-2β H-1β, H-2β, H-5, H-20
4 38.7
5 54.2 0.87 1H m 6, 21 H-6 H-3, H-7β
6 17.9 1.55 2H m 5, 8 H-5, H-7α, H-7β
7 33.1 2.08 (α) 1H m H-6, H-7β H-22
2.75 (β) 1H m 6, 8 H-6, H-7α H-5, H-9
8 41.8
9 53.4 1.73 1H brs 5, 8, 10, 14, 22 H-11 H-7β, H-23
10 36.8
11 124.6 5.38 1H brs 9, 10, 13, 24 H-9 H-1α, H-23, H-24
12 135.3
13 56.8
14 67.3
15 183.0*
16 113.2
17 197.4*
20 27.7 0.97 3H s 3, 4, 5, 21 H-3, H-21
21 15.0 0.77 3H s 3, 4, 5, 20 H-20
22 17.2 1.29 3H s 7, 8, 9, 14 H-7α, H-23, H-28
23 16.7 0.90 3H s 1, 5, 9 H-11, H-22
24 19.1 1.76 3H s 11, 12, 13 H-25
25 15.4 1.15 3H s 12, 13, 14, 17 H-22, H-27
26 170.7
27 51.0 3.54 3H s 26 H-25
28 5.9 1.57 3H s 15, 16, 17
1H
 
1H NMR: 500 MHz, 13C NMR: 125 MHz (in acetone-d6) 
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2-4. 修飾酵素群の機能解析 
 つづいて、adrクラスターのコードする 4つの推定修飾酵素群の機能解析に着手した。その
機能解析にあたっては、予想された生合成経路に沿って 4つの遺伝子を順次 A. oryzae NSAR1
株に導入し、得られた形質転換体に基質として環化中間体 7 を与えたときの代謝物を分析す
ることとした。 
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Figure 2-7. Functional analysis of the tailoring enzymes in the andrastin A pathway. (A) HPLC 
profiles of culture supernatant extracts incubated with 7: transformant that harbors (i) empty vectors; 
(ii) adrF; (iii) adrF and adrE; (iv) adrF, adrE, and adrJ; (v) adrF, adrE, adrJ, and adrA. (B) 
Structures of compounds 1-4, 7, and 8. The chromatograms were monitored at 254 nm. 
 まず、SDR遺伝子 adrFの単独発現系において 7は、空ベクターのみを有するネガティブコ
ントールでは見られない化合物 4 へと変換されることが判明した（Figure 2-7, レーン i およ
び ii）。単離精製後、4を各種 NMR、MS分析に供したところ、期待通り andrastin Dであると
同定されたことから（Table 2-2, 2-3）、AdrFは terretonin生合成に関わる Trt9と同様に C-3水
酸基をケトンへと酸化する酵素であると明らかになった。次いで、アルドケト還元酵素遺伝
子 adrEを adrFと共発現させた系に 7を与えたところ、新たに化合物 8へと変換された（Figure 
2-7, レーン iii）。高分解能質量分析の結果、8の分子式は C26H38O5であり、8は化合物 7の異
性体であると判明した。8の 1H-NMRスペクトルは 7のそれとよく類似していたが、3.34 ppm
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のオキシメチンシグナルがトリプレット（J = 2.8 Hz）として観測された点で異なっており、
このことは、C-3β水酸基の存在を示唆している。さらに、13C-および二次元 NMR分析に供す
ることで、8が 7の C-3エピマーであると決定し、本化合物を andrastin Fと命名した（Table 2-4）。
このように、AdrEは andrastin D（4）の C-3カルボニルを立体選択的に還元し、C-3β水酸基
を与える酵素であることが明らかとなった。さらに、アセチル基転移酵素遺伝子 adrJを加え
た三遺伝子共発現系においては、7は化合物 3へと変換され（Figure 2-7, レーン iv）、予想さ
れたとおり、3は 8のアセチル化体である andrastin Cと決定された（Table 2-2, 2-3）。したが
って、AdrJは andrastin F（8）の C-3β水酸基をアセチル化する酵素であると判明した。最後
に、P450 遺伝子 adrA を含む 4 遺伝子発現系を構築したところ、本形質転換体は 7 を 2 つの
代謝物 1および 2へと変換した（Figure 2-7, レーン v）。期待されたとおり、化合物 1は andrastin 
A、化合物 2は andrastin Bであると決定することができたことから（Table 2-2, 2-3）、AdrAは
C-23メチルに対する二段階の酸化反応を触媒し、アルコールおよびアルデヒドを与える酵素
であると明らかになった。以上の結果より、andrastin A（1）に至る全生合成系を明らかにす
るとともに（Scheme 2-1）、本化合物の異種糸状菌での生産にも成功した。 
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Scheme 2-1. Complete biosynthetic pathway of andrastin A (1). 
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Table 2-2. 1H NMR data for andrastin A-D (1, 2, 3, and 4). 
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position 4 3 2 1
1 1.30, m 1.12, m 1.05, m 0.98, m
2.07, ddd 1.59, m 2.07, m 2.27, m
(3.4, 6.8, 13.0) 
2 2.35, ddd 1.58, m 1.54, m 1.59, m
(3.4, 6.8, 15.9)
2.64, ddd 2.01, m 2.24, m 2.05, m
(7.4, 11.3, 15.9)
3 — 4.63, brs 4.66, t (2.8) 4.62, t (2.3)
5 1.45, dd 1.43, dd 1.55, m 1.84, dd
(2.3, 12.5) (2.3, 11.3) (2.3, 12.9)
6 1.54, m 1.52, m 1.50, m 1.70, m
1.71, qd 2.04, m 2.10, m 2.07, m
(3.4, 13.0)
7 2.14, dt 2.10, m 2.10, m 2.25, m
(3.4, 13.6)
2.78, td 2.78, td 2.93, m 3.02, td
(3.4, 13.0) (4.5, 12.5) (3.9, 12.9)
9 1.81, brs 1.81, brs 1.95, brs 2.13, brs
11 5.43, brs 5.40, brs 5.65, brs 5.38, brs
19 — 2.03, s 2.05, s 2.05, s
20 1.09, s 0.88, s 0.89, s 0.95, s
21 1.06, s 0.92, s 0.99, s 0.87, s
22 1.34, s 1.31, s 1.32, s 1.24, s
23 1.07, s 0.95, s 3.77, d (11.8) 10.18, s
3.91, d (11.8)
24 1.81, brs 1.79, brs 1.78, brs 1.75, brs
25 1.20, s 1.18, s 1.17, s 1.16, s
27 3.57, s 3.56, s 3.54, s 3.58, s
28 1.57, s 1.60, s 1.57, s 1.59, s
δH (J in Hz)
 
1H NMR: 500 MHz (in CD3OD) 
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Table 2-3. 13C NMR data for andrastin A-D (1, 2, 3, and 4). Carbons indicated by * were identified in 
HMBC spectrum. 
 
2
3
4 5
10
1
6
7
8
9 14
13
12
11
15
16
17
25
28
O
2223
24
O
20 21
26
OH
27O OH
H
1819
O
O
2
3
4 5
10
1
6
7
8
9 14
13
12
11
15
16
17
25
28
O
2223
24
O
20 21
26
OH
27O OH
H
1819
O
HO
2
3
4 5
10
1
6
7
8
9 14
13
12
11
15
16
17
25
28
O
2223
24
O
20 21
26
OH
27O OH
H
1819
O2
3
4 5
10
1
6
7
8
9 14
13
12
11
15
16
17
25
28
O
2223
24
O
20 21
26
OH
27O OH
H
4 3 2 1  
 
position 4 3 2 1
1 39.9, CH2 34.4, CH2 30.2, CH2 28.9, CH2
2 34.9, CH2 23.5, CH2 25.7, CH2 24.3, CH2
3 219.7, C 79.6, CH 80.0, CH 79.1, CH
4 48.6, C 37.7, C 37.4, C 38.0, C
5 55.6, CH 49.5, CH 50.3, CH 49.9, CH
6 20.2, CH2 18.8, CH2 18.4, CH2 17.9, CH2
7 33.6, CH2 34.0, CH2 34.1, CH2 33.5, CH2
8 37.7, C 38.1, C 42.9, C 42.9, C
9 54.0, CH 54.4, CH 54.9, CH 54.8, CH
10 43.1, C 43.4, C 43.2, C 53.5, C
11 125.7, CH 126.1, CH 126.4, CH 123.4, CH
12 137.0, C 136.4, C 135.4, C 137.1, C
13 58.1, C 58.1, C 58.5, C 57.8, C
14 68.9, C 68.8, C 68.8, C 68.8, C
15 187.1, C* 187.0, C* 191.2, C* 188.8, C*
16 114.5, C 114.4, C 113.4, C 114.2, C
17 201.2, C* 201.6, C* 202.4, C* 200.5, C*
18 — 172.4, C 172.7, C 172.3, C
19 — 21.2, CH3 21.2, CH3 21.1, CH3
20 26.5, CH3 28.2, CH3 28.4, CH3 27.1, CH3
21 21.6, CH3 22.0, CH3 21.5, CH3 21.5, CH3
22 18.0, CH3 18.2, CH3 18.1, CH3 19.8, CH3
23 16.7, CH3 17.3, CH3 62.7, CH2 207.0, CH
24 20.2, CH3 19.9, CH3 20.1, CH3 20.0, CH3
25 16.2, CH3 16.1, CH3 16.1, CH3 16.1, CH3
26 171.9, C 172.0, C 172.6, C 172.2, C
27 52.1, CH3 52.0, CH3 51.8, CH3 52.1, CH3
28 6.3, CH3 6.4, CH3 6.6, CH3 6.5, CH3
δC
 
13C NMR: 125 MHz (in CD3OD) 
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Table 2-4. NMR data for andrastin F (8). Two carbons indicated by * were identified in HMBC 
spectrum. 
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13C
position δ (ppm) δ (ppm) intensitiy multiplicity HMBC correlation COSY correlation NOESY correlation
1 33.9 1.48 (α) 1H m H-1β, 2α, 2β H-11
1.24 (β) 1H td (J = 3.4, 13.6 Hz) 2, 10 H-1α, 2α, 2β H-9
2 26.0 1.98 (α) 1H tt (J = 2.8, 14.2 Hz) 1 H-1α, 1β, 2β, 3 H-3, 21, 23
1.53 (β) 1H m H-1α, 1β, 2α, 3 H-3
3 76.7 3.34 1H t (J = 2.8 Hz) 1, 5, 21 H-2α, 2β H-2α, 2β, 20, 21
4 38.1
5 48.8 1.48 1H m 6, 21 H-9
6 18.9 1.48 2H m
7 34.2 2.06 (α) 1H dt (J = 2.8, 13.0 Hz) 5, 8, 9 H-6, 7β H-22
2.79 (β) 1H td (J = 5.1, 12.5 Hz) H-6, 7α H-9
8 43.4
9 54.5 1.81 1H t (J = 1.7 Hz) 8, 10, 14 H-11 H-1β, 5, 7β
10 38.4
11 126.5 5.40 1H brs 8, 9, 10, 12, 24 H-9 H-1α, 23, 24
12 136.1
13 58.0
14 68.9
15 187.5*
16 114.3
17 202.3*
20 28.8 0.94 3H s 3, 4, 5, 21 H-3
21 22.4 0.84 3H s 3, 4, 5, 20 H-2α, 3
22 18.2 1.29 3H s 7, 8, 9, 14 H-7α, 23, 25
23 17.5 0.92 3H s 1, 9, 10 H-2α, 11, 22
24 19.9 1.79 3H brs 11, 12, 13 H-11, 25
25 16.1 1.17 3H s 12, 13, 14, 17 H-22, 24, 27
26 172.2 3H
27 51.9 3.55 3H s 26 H-25
28 6.4 1.57 3H s 15, 16, 17
1H
 
1H NMR: 500 MHz, 13C NMR: 125 MHz (in CD3OD) 
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2-5. 考察 
 第 2章においては、andrastin Aの生合成遺伝子クラスターを P. chrysogenumのゲノムデー
タベースから同定するとともに、andrastin Aに至る全生合成経路を解明した（Scheme 2-1）。
本研究では既知化合物 andrastin A-D（1-4）のみならず、新規 andrastin類縁体として andrastin 
E（7）ならびに andrastin F（8）の取得にも成功した。過去の研究においては、7 ではなく 8
がテルペン環化酵素の産物であるとも予想されていたが 85, 88、本研究によって、この仮説を
否定することができた。 
 テルペン環化酵素 AdrI は、先に同定された Trt1 や AusL と同じく epoxyfarnesyl-DMOA 
methyl ester（5）を基質として受容する一方で、これら両酵素とは異なる生成物を与える酵素
であると判明した。アミノ酸配列上で生成物特異性に寄与する領域を探索すべく、3 つのテ
ルペン環化酵素の配列比較を実施したが、残念ながら各酵素間の配列同一性は 40%程度であ
り、単純な配列比較からでは活性に重要な役割を果たす領域を推定することは困難であった。
今後のメロテルペノイド生合成研究の中で、アミノ酸配列は異なるものの同一の活性を有す
るテルペン環化酵素が見出されれば、配列比較をもとに生成物特異性に関わる領域を予測す
ることも可能になるかもしれない。 
 興味深いことに、andrastin 類と同様な炭素骨格を有する化合物は citreohybridone 類 88-90、
isocitreohybridone類 88, 90-92、citreohybriddione類 91, 93、atlantinone A 94など多数存在しているが
（Figure 2-8）、これら化合物群の生合成酵素や遺伝子に関する報告は現在のところ一切なされ
ていない。Andrastin類との構造類似性を考慮すると、これらの生合成においても 7 が共通の
生合成中間体となっていることが強く示唆される。また、これら化合物群の生合成遺伝子ク
ラスターは adr クラスターと高度に類似していると予想されることから、本研究は一連のメ
ロテルペノイド群の生合成遺伝子の発見に寄与するものと期待される。さらに、7 のみなら
ず 1-4 および 8 もまた、上述の化合物群の生合成中間体である可能性は高く、今回構築され
た異種発現系は、類縁化合物の生合成遺伝子の機能解析を実施する上で、有用な研究基盤に
なることが考えられる。 
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Figure 2-8. Fungal meroterpenoids predicted to be derived from andrastin E (7). 
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第 3章 Austinol のスピロラクトン形成機構の解明 
 
3-1. 背景・目的 
 Austinol（11）ならびに dehydroaustinolは、糸状菌 Aspergillus nidulansより単離されるメロ
テルペノイドであり 95、特徴的なスピロラクトン構造を有する（Figure 3-1）。第 1章でも述べ
たとおり、両化合物の生合成遺伝子クラスターはすでに A. nidulansのゲノムデータベースよ
り同定されており 55、生合成経路解明のため遺伝子破壊実験も実施されている 55, 96。その結果
として、四環性中間体 protoaustinoid A（12）に至る生合成経路、ならびにスピロラクトンを
有する preaustinoid A3（17）から 11に至る経路についてはよく理解されているが、一方で 12
から 17への経路については、遺伝子破壊実験では一切中間体が蓄積しなかったために、不明
なままであった（Figure 3-1）。特に、スピロラクトン形成機構には非常に興味が持たれる。こ
のスピロ環形成については、その反応機構が提唱されているものの（Figure 3-2） 97、実験的
な根拠は存在しない。そこで本研究では、12 から 17 に至る生合成経路の解明ならびに本経
路に関わる生合成酵素の同定、ひいてはスピロラクトン形成のメカニズム解明を目指すこと
とした。 
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Figure 3-1. Biosynthesis of austinol (11) and dehydroaustinol. 
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Figure 3-2. Proposed mechanism of the spiro-lactone formation in the austinol biosynthesis. 
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3-2. Preaustinoid A3生合成に関わる候補遺伝子群の探索 
 遺伝子破壊実験の結果、FAD 依存型モノオキシゲナーゼ（FMO）をコードする ausB を破
壊した際に protoaustinoid A（12）が蓄積することが判明しており 55、したがって AusB は 12
を酸化する酵素であると推定されるが、その生成物は明らかになっていない。他方で、やは
り FMOをコードする ausCならびに Fe(II)および α-ケトグルタル酸（α-KG）依存型ジオキシ
ゲナーゼをコードする ausE を破壊した際にも、それぞれ austinol（11）が生成しなくなるこ
とが判明しているが、両遺伝子の破壊株においては一切の生合成中間体が蓄積しなかったこ
とから、AusCおよび AusEの基質ならびに生成物はいずれも不明のままである 55。Preaustinoid 
A3（17）が 12 より生合成されるためには、水酸化反応や脱水素反応を含む多段階の酸化反
応が要求されることを踏まえ、機能未知の 3つの酸化酵素 AusB、AusC、AusEが本生合成経
路に関与するものと仮定し、その機能解析を実施することとした。 
 
3-3. 酸化酵素群の機能解析 
 上記の酸化酵素群の機能解析にあたっては、その異種発現系を糸状菌 A. oryzae NSAR1株 87
にて構築し、そこに基質として 12を与えた際の代謝物を分析することで酵素機能を解明する
こととした。発現系構築に先立って、ausB および ausC のデータベース中の配列（それぞれ
AN8379.4 および AN8381.4）には、いずれも誤って予測されたと考えられるイントロン配列
が含まれていたことから、これらを修正した上で以後の機能解析に用いることとした（Figure 
3-3）。 
 まず、AusBの単独発現株においては、基質である 12は消失し、新たに化合物 13を与える
ことが判明した（Figure 3-4、レーン iおよび ii）。大量培養後、13を各種 NMRおよび MS分
析に供したところ、本化合物は C-5’位に水酸基を有する berkeleyone A 98であると同定された
（Table 3-1, 3-2）。したがって、AusBは 12の C-5’位を酸化し、水酸化体への変換を担う酵素
であると明らかになった。なお、以前の研究においては、AusBは Baeyer-Villiger酸化によっ
て七員環ラクトンの形成に関与することが予想されていたが 55、そのような化合物は検出さ
れなかった。さらに、13 は AusB および AusC の共発現系においても検出されたことから
（Figure 3-4、レーン iii）、AusCは 13を基質として受容しないことが強く示唆される。 
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Database sequence A T GGC C A A GGT A A A T GT C A C GC A C C C A T T A T C GC C A GT GC A A T A C A C GGGC A T T C T C A A T 60
Revised sequence - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Database sequence A C T T T GGC GGT A A T T A GC GA T GT C A T GGA A A C T A C T GGA T GGA C GA T A A A T T T GT T A C C A 120
Revised sequence - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Database sequence GT T GT A C T A C A T GC C T T A C A T T T T C A A T GA A GGA A T GC C C C T T GC GT C C GGT C C T C C A A C 180
Revised sequence - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Database sequence A C T C C C GGA A GA C T T T A C A C C C GA GA A A T C T GGA T T C A GGGT A C T T GT C GA GGT T C GGC G 240
Revised sequence - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Database sequence A A T GA A A GGA C A T T T T C C A GC T C A GA A A T GGC GA A A A A GGA A T C A GGA A T GGC A GT GC A T 300
Revised sequence - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Database sequence C A A T A A T GA A A C A C T A C T C C C T GA C C A C GT A A GGA A C GGGC A C C T T GC C A A GA A C GT GC C 360
Revised sequence - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Database sequence C T A C C GT C C A T A C C GT C C A GT A T A T GT C C C T T T T GGT C A GT T C A GA C C T GT GA GA C T GT T 420
Revised sequence - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Database sequence T T GGC A A GT T T GGA A T T T C GA C T GA A C C GGC A A A A GC A T A T A C T A C T T T GGC T A A A A GT C 480
Revised sequence - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Database sequence C T A A A C C T C T T GT A C T T T C T C C T GGA A T GGT GT T GT C C GT A T A C T T GGGT GC C A C C A A C A 540
Revised sequence - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Database sequence A C C A A C A A C A GC T A T GA C T GT GA GC C C T A C C A C A GA C GC T A T GGGC A C C T C T GA A GA A A C 600
Revised sequence - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - A T GGGC A C C T C T GA A GA A A C 20
Database sequence A C GA T C C A A A C A A A C C A A A GGGT C A A A C GA C GA T A T T T T GA GC GC GA A GA T A GC T GGA A G 660
Revised sequence A C GA T C C A A A C A A A C C A A A GGGT C A A A C GA C GA T A T T T T GA GC GC GA A GA T A GC T GGA A G 80
Database sequence A GT T GC T C GC C C C GT T T A T C A C T GC A C A A GC GC A C GGC T C C A T GA C C T A GC C T A C GA C C C 720
Revised sequence A GT T GC T C GC C C C GT T T A T C A C T GC A C A A GC GC A C GGC T C C A T GA C C T A GC C T A C GA C C C 140
Database sequence A T GT A T GC A T C GA A T A A GA C GT A T C C GT C T T C T A GGGC GC T C C C T T GC C T C GT T GA GA A G 60
Revised sequence - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Database sequence GT C GA GGC A C A A C A C GT T GA C GGGGC GA T T A GA GT A A GGA T C A C A A C GC T GGA GC A GA GT 120
Revised sequence - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Database sequence A C GC GT C GT A A A C C A T C C C GA GC A GA T T A T C T A T A C T T T T GT GA A GC C T T T GA GC T T T T G 180
Revised sequence - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Database sequence A A C A C C T T GA GGT C GT T C T C A GT A C GGA T T T GC C A GT A T GA C T A T T A C A C C C A A C A T T C T 240
Revised sequence - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - A T GA C T A T T A C A C C C A A C A T T C T 23
Database sequence A GA A GA C T GGC GT C A A GC C A A A GC C GC C GC T GT T GA A GC C A A A T A C GA A GC GGA A C GC GA 300
Revised sequence A GA A GA C T GGC GT C A A GC C A A A GC C GC C GC T GT T GA A GC C A A A T A C GA A GC GGA A C GC GA 83
Database sequence GA T C C A A C T T C GA GC T C A C GGA A A C GT GA A A GA C A T T GA A A T C A C C C GC GA GT C A GC C T T 360
Revised sequence GA T C C A A C T T C GA GC T C A C GGA A A C GT GA A A GA C A T T GA A A T C A C C C GC GA GT C A GC C T T 143
(A)
(B)
 
Figure 3-3. Comparison of the revised 5'-terminal DNA sequences of (A) ausB and (B) ausC with the 
original database sequences. The regions highlighted in magenta are predicted introns in the database. 
“ATG”s in red indicate the start codons. 
 48 
18 2319 20 21 22
(i)
(ii)
(iii)
(iv)
(v)
12
13
13
2018
18
17
Time (min)
12 13
(A)
(B)
17 18 20
HO
CO2CH3
O
O
H
H
5'
53
1
HO
CO2CH3
O
O
OH
H
H
CO2CH3
O
O
OO
OH
CO2CH3
O
O
OH
O
HO
CO2CH3
O
O
OH
OH
H
ausB+C+E
Negative control
ausB+E
ausB
ausB+C
 
Figure 3-4. (A) HPLC profiles of culture supernatant extracts from each transformant incubated with 
2: transformant that harbors (i) only empty vectors; (ii) ausB; (iii) ausB and ausC; (iv) ausB and ausE; 
(v) ausB, ausC, and ausE. (B) Structures of compounds 12, 13, 17, 18, and 20. The chromatograms 
were monitored at 190 nm. 
 一方で、Fe(II)/α-KG 依存型ジオキシゲナーゼ AusE を AusB と共発現させた際には、12 は
新たに 2つの主要な代謝産物 18および 20へと変換された（Figure 3-4、レーン iv）。加えて、
微量ながら 20の近傍に 2つの化合物 14および 19も検出された（Figure 3-5）。これら 4つの
化合物の単離精製後、構造解析を行ったところ、14 は 13 の C-3 水酸基がケトンへと酸化さ
れた既知化合物 preaustinoid A 99であると判明したが（Table 3-1, 3-2）、18、19、20はいずれも
新規化合物であった。18は 12の C-5位が水酸化を受けた化合物であり、5-hydroxyberkeleyone 
Aと命名した（Table 3-3）。次いで、19は C-1、C-2間に二重結合を有する化合物であり、14
の脱水素化により生成したものと考えられる（Table 3-4）。興味深いことに、20は特異なスピ
ロ-シクロペンテノン骨格を有しており、19 の酸化的転位反応により生じたものと推定され
る（Table 3-5）。なお、化合物 19および 20はそれぞれ preaustinoid Cならびに austinoid Cと
命名した。以上のことを踏まえると、AusEは多段階の酸化反応を担うとともに、スピロ環構
築にも関わる多機能酵素であることが強く示唆される。 
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Figure 3-5. Production of the minor products, 14 and 19. (A) HPLC analyses of the fractions 
containing 20 after silica gel chromatography. (B) Structures of compounds 14, 19, and 20. The 
chromatograms were monitored at 190 nm. 
 最後に、3 つの酸化酵素を全て含む系においては、主要な代謝産物として新たに化合物 17
が生成した（Figure 3-4、レーン v）。また、AusB、AusE共発現系の場合と同様に、微量な代
謝物 16の生成も確認された（Figure 3-6）。構造解析の結果、17は preaustinoid A3 100であると
判明したことから（Table 3-1, 3-2）、AusCは Baeyer-Villiger酸化により C-3、C-4間に酸素原
子を挿入する酵素であると考えられる。また、これにより、これまで明らかではなかった 12
から 17 への変換を担う酵素群の同定に成功した。他方で、微量生成物 16 は七員環ラクトン
を有する既知天然物 preaustinoid A2 101であると決定された（Table 3-1, 3-2）。 
17
16
12 1713 14 15 16
Time (min)
18
17
CO2CH3
O
O
OO
OH
CO2CH3
O
O
OH
O
O
H
H
16
(A) (B)
 
Figure 3-6. Production of the minor product 16. (A) HPLC analyses of the fractions containing 17 
after silica gel chromatography. (B) Structures of compounds 16 and 17. The chromatograms were 
monitored at 190 nm. 
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Table 3-1. 1H NMR data for berkeleyone A (13), preaustinoid A (14), preaustinoid A2 (16), and 
preaustinoid A3 (17). 
 
1
2
3 4 5
6
7
8
9
10
11
12
3'
14 15
HO
13
1''
5'
1'
4'9'
O
2'
O
6'
10'
OH
7'
8' O
O
12
3
4
5
6
7
8
9
10
11 1213
14 15
1'
O
2'
O
1''
10'
OH
8'
5'
O
4'
7'
6'
9'
O
3'
O
O 4
5 7
8
9
6
11
12
3'
10
5'
1'
4'9'
O
2'
O
6'
10'
OH
7'
8' O
O 1''
13
1
2
3
O
14
15OH
H H
H
1
2
3 4 5
6
7
8
9
10
11
12
3'
14 15
O
13
1''
5'
1'
4'9'
O
2'
O
6'
10'
OH
7'
8' O
O
H
H
13 14 16 17  
 
position
1 1.56 (α) m 1.77 (α) m 6.04 d (J = 11.9 Hz) 6.35 d (J = 9.6 Hz)
0.61 (β) m 1.09 (β) m
2 1.51 (α) m 2.38 (α) m 5.81 d (J = 11.9 Hz) 6.02 d (J = 9.6 Hz)
1.51 (β) m 2.38 (β) m
3 3.09 dd (J = 11.3, 4.0 Hz)
4
5 0.50 m 1.22 m 1.78 m
6 1.40 (α) m 1.53 (α) m 1.50 (α) m 1.40 (α) m
1.60 (β) m 1.53 (β) m 1.50 (β) m 1.60 (β) m
7 2.20 (α) dt (J = 13.6, 3.4 Hz) 2.25 (α) dt (J = 13.6, 3.4 Hz) 2.23 (α) dt (J = 13.6, 2.8 Hz) 2.03 (α) dt (J = 14.7, 3.4 Hz)
2.02 (β) td (J = 13.6, 4.0 Hz) 2.02 (β) m 1.87 (β) td (J = 13.6, 2.8 Hz) 2.65 (β) td (J = 14.7, 3.4 Hz)
8
9 0.50 m 0.59 dd (J = 13.6, 2.8 Hz) 0.64 dd (J = 13.6, 2.3 Hz)
10
11 1.60 (α) m 1.63 (α) t (J = 13.0 Hz) 1.76 (α) m 2.20 (α) dd (J = 15.3, 1.7 Hz)
1.92 (β) dd (J = 13.0, 3.4 Hz) 1.93 (β) dd (J = 13.0, 2.8 Hz) 2.00 (β) dd (J = 13.6, 2.3 Hz) 2.94 (β) d (J = 15.3 Hz)
12 1.21 s 1.25 s 1.32 s 1.21 s
13 0.77 s 0.85 s 1.17 s 0.77 s
14 0.94 s 1.05 s 1.41 s 0.94 s
15 0.72 s 1.00 s 1.39 s 0.72 s
1' 4.85 (a) brs 4.88 (a) brs 4.92 (a) brs 5.00 (a) brs
5.36 (b) brs 5.39 (b) brs 5.45 (b) brs 5.48 (b) brs
2'
3'
4'
5'
6'
7'
8'
9' 1.45 s 1.48 s 1.51 s 1.45 s
10' 1.37 s 1.37 s 1.36 s 1.37 s
1'' 3.71 s 3.73 s 3.73 s 3.75 s
OH 3.24 brs 3.24 brs 2.90 brs
13 14 16 17
δH (ppm)
  
1H NMR: 500 MHz (in CDCl3) 
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Table 3-2. 13C NMR data for berkeleyone A (13), preaustinoid A (14), preaustinoid A2 (16), and 
preaustinoid A3 (17). 
 
1
2
3 4 5
6
7
8
9
10
11
12
3'
14 15
HO
13
1''
5'
1'
4'9'
O
2'
O
6'
10'
OH
7'
8' O
O
12
3
4
5
6
7
8
9
10
11 1213
14 15
1'
O
2'
O
1''
10'
OH
8'
5'
O
4'
7'
6'
9'
O
3'
O
O 4
5 7
8
9
6
11
12
3'
10
5'
1'
4'9'
O
2'
O
6'
10'
OH
7'
8' O
O 1''
13
1
2
3
O
14
15OH
H H
H
1
2
3 4 5
6
7
8
9
10
11
12
3'
14 15
O
13
1''
5'
1'
4'9'
O
2'
O
6'
10'
OH
7'
8' O
O
H
H
13 14 16 17  
 
position
1 38.5 (CH2) 39.1 (CH2) 157.4 (CH) 146.0 (CH)
2 26.9 (CH2) 33.6 (CH2) 122.6 (CH) 119.8 (CH)
3 78.3 (CH) 217.0 (C) 167.7 (C) 164.0 (C)
4 38.8 (C) 47.1 (C) 85.7 (C) 85.8 (C)
5 54.8 (CH) 53.9 (CH) 56.1 (CH) 45.6 (C)
6 18.3 (CH2) 19.7 (CH2) 23.4 (CH2) 26.2 (CH2)
7 33.0 (CH2) 32.3 (CH2) 31.6 (CH2) 24.7 (CH2)
8 48.0 (C) 47.8 (C) 47.4 (C) 47.1 (C)
9 52.8 (CH) 52.0 (CH) 49.5 (CH) 136.3 (C)
10 37.8 (C) 37.3 (C) 43.3 (C) 132.0 (C)
11 39.1 (CH2) 39.3 (CH2) 40.1 (CH2) 41.2 (CH2)
12 17.3 (CH3) 16.9 (CH3) 16.7 (CH3) 26.0 (CH3)
13 15.9 (CH3) 16.1 (CH3) 14.8 (CH3) 15.6 (CH3)
14 27.9 (CH3) 27.1 (CH3) 27.3 (CH3) 23.0 (CH3)
15 15.6 (CH3) 21.0 (CH3) 32.7 (CH3) 26.0 (CH3)
1' 112.5 (CH2) 112.8 (CH2) 113.2 (CH2) 114.0 (CH2)
2' 145.7 (C) 145.6 (C) 145.5 (C) 143.0 (C)
3' 51.1 (C) 51.1 (C) 51.2 (C) 51.2 (C)
4' 208.0 (C) 207.9 (C) 208.1 (C) 206.2 (C)
5' 80.0 (C) 80.2 (C) 80.7 (C) 78.2 (C)
6' 204.2 (C) 204.0 (C) 203.5 (C) 203.7 (C)
7' 72.6 (C) 72.5 (C) 72.3 (C) 71.6 (C)
8' 168.7 (C) 168.6 (C) 168.3 (C) 168.9 (C)
9' 22.2 (CH3) 22.2 (CH3) 22.1 (CH3) 22.9 (CH3)
10' 15.3 (CH3) 15.2 (CH3) 15.0 (CH3) 16.7 (CH3)
1'' 52.6 (CH3) 52.7 (CH3) 52.8 (CH3) 52.7 (CH3)
δC
17161413
 
13C NMR: 125 MHz (in CDCl3) 
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Table 3-3. NMR data for 5-hydroxyberkeleyone A (18). 
 
1
2
3 4 5
6
7
8
9
10
11
12
3'
14 15
HO
13
1''
5'
1'
4'9'
O
2'
O
6'
10'
OH
7'
8' O
O
OH
H
 
 
13C
position δ (ppm) δ (ppm) intensitiy multiplicity HMBC correlation COSY correlation NOESY correlation
1 31.8 1.27 (α) 1H m 10 H-1β, H-2α, H-2β
1.16 (β) 1H m H-1α, H-2α, H-2β H-3
2 27.0 1.61 (α) 1H m 4 H-1α, H-1β, H-2β, H-3
1.50 (β) 1H m 3 H-1α, H-1β, H-2α, H-3 H-3
3 73.6 3.75 1H dd (J = 11.9, 5.1 Hz) 4, 14, 15 H-2α, H-2β H-1β, H-2β, H-14
4 43.7
5 77.6
6 23.7 1.86 (α) 1H td (J = 13.9, 4.5 Hz) 7 H-6β, H-7α, H-7β H-12, H-13, H-15
1.53 (β) 1H m 8 H-6α, H-7α, H-7β H-14
7 26.0 1.96 (α) 1H m 5, 6, 8, 9, 12 H-6α, H-6β, H-7β H-12
2.53 (β) 1H td (J = 13.9, 4.5 Hz) 6, 8, 12, 7' H-6α, H-6β, H-7α H-9
8 46.4
9 43.9 1.58 1H m 8, 9, 10, 11, 13 H-11β H-7β
10 41.2
11 39.0 1.58 (α) 1H m 8, 9, 10, 3' H-11β H-12, H-13, H-9', H-1''
1.78 (β) 1H m 8, 9, 10, 2', 4' H-9, H-11α
12 17.6 1.22 3H s 7, 8, 9, 7' H-6α, H-7α, H-11α, H-13, H-1''
13 18.7 0.90 3H s 1, 5, 9, 10 H-2α, H-6α, H-11α, H-12, H-15
14 22.6 0.97 3H s 3, 4, 5, 15 H-3, H-6β
15 17.1 0.86 3H s 3, 4, 5, 14 H-2α, H-6α, H-13
1' 112.7 4.84 (a) 1H brs 2', 3', 7' H-1'b H-12, H-1''
5.35 (b) 1H brs 2', 3' H-1'a H-9'
2' 145.5
3' 51.1
4' 207.9
5' 79.4
6' 204.4
7' 72.4
8' 169.0
9' 22.0 1.45 3H s 11, 2', 3', 4' H-11α, H-1'b
10' 15.7 1.40 3H s 4', 5', 6' H-9
1'' 52.5 3.70 3H s 8' H-11α, H-12, H-1'a
OH 3.11 1H brs
1H
 
1H NMR: 500 MHz, 13C NMR: 125 MHz (in CDCl3) 
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Table 3-4. NMR data for preaustinoid C (19). 
 
1
2
3 4 5
6
7
8
9
10
11
12
3'
14 15
O
13
1''
5'
1'
4'9'
O
2'
O
6'
10'
OH
7'
8' O
O
H
H
 
 
13C
position δ (ppm) δ (ppm) intensitiy multiplicity HMBC correlation COSY correlation NOESY correlation
1 156.6 6.79 1H d (J = 10.2 Hz) 3, 5 H-2 H-2, H-9, H-11β
2 126.5 5.77 1H d (J = 10.2 Hz) 10 H-1 H-1
3 204.7
4 44.6
5 52.7 1.38 1H dd (J = 11.9, 2.8 Hz) 6, 14, 15 H-14, H-7β, H-9
6 19.6 1.56 (α) 1H m H-5, H-7α, H-7β
1.56 (β) 1H m H-5, H-7α, H-7β
7 32.5 2.29 (α) 1H dt (J = 13.6, 3.4 Hz) H-6α, H-6β, H-7β H-12
2.06 (β) 1H td (J = 13.6, 4.0 Hz) H-6α, H-6β, H-7α H-5
8 47.9
9 46.7 0.73 1H dd (J = 13.6, 2.8 Hz) 13 H-11α, H-11β H-1, H-5, H-11β, H-10'
10 39.8
11 38.6 1.70 (α) 1H t (J = 13.0 Hz) 9, 3', 4' H-9, H-11β H-12, H-13, H-9'
2.11 (β) 1H dd (J = 13.0, 2.8 Hz) 8, 2' H-9, H-11α H-9, H-9'
12 17.6 1.29 3H s 7, 8, 9, 7' H-7α, H-11α, H-13, H-1''
13 19.4 0.99 3H s 1, 5, 9, 10 H-11α, H-12, H-15
14 28.1 1.09 3H s 3, 4, 5, 15 H-5, H-15
15 21.5 1.06 3H s 3, 4, 5, 14 H-13, H-14
1' 113.0 4.91 (a) 1H brs 3', 7' H-1'b H-12, H-1''
5.42 (b) 1H brs 3', 7' H-1'a H-9'
2' 145.4
3' 51.0
4' 207.7
5' 80.5
6' 203.7
7' 72.3
8' 168.5
9' 22.1 1.52 3H s 11, 2', 3', 4' H-1'b, H-11α, H-11β
10' 15.1 1.35 3H s 4', 5', 6'
1'' 52.8 3.74 3H s 8' H-1'a
OH 3.26 1H brs
1H
 
1H NMR: 500 MHz, 13C NMR: 125 MHz (in CDCl3) 
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Table 3-5. NMR data for austinoid C (20). 
 
4
5 7
8
9
6
11
12
3'
10
5'
1'
4'9'
O
2'
O
6'
10'
OH
7'
8' O
O 1''
13
1
2
3
14
15
O  
 
13C
position δ (ppm) δ (ppm) intensitiy multiplicity HMBC correlation COSY correlation NOESY correlation
1 163.3 6.97 1H d (J = 5.9 Hz) 2, 3, 4, 5 H-2 H-2, H-6β, H-7β
2 131.1 6.15 1H d (J = 5.9 Hz) 1, 3, 4, 5 H-1 H-1
3 214.5
4 51.9
5 56.1
6 24.8 1.63 (α) 1H m 8 H-7α, H-7β H-7α, H-14
1.57 (β) 1H m 7, 10 H-7α, H-7β H-1, H-14
7 27.2 1.93 (α) 1H m 6 H-6α, H-6β, H-7β H-6α, H-12
2.72 (β) 1H m 6 H-6α, H-6β, H-7α H-1
8 45.9
9 134.4
10 132.9
11 42.0 2.22 (α) 1H dd (J = 12.3, 1.1 Hz) 9, 3', 4' H-11β, 13 H-12
2.86 (β) 1H d (J = 12.3 Hz) 8, 9, 2', 3', 4' H-11α H-13
12 24.8 1.47 3H s 7, 8, 9, 7' H-7α, H-11α
13 16.9 1.11 3H d (J = 1.1 Hz) 5, 9, 10 H-11α H-11β, H-15
14 27.2 0.99 3H s 3, 4, 5, 15 H-6α, H-6β, H-15
15 18.8 0.87 3H s 3, 4, 5, 14 H-13, H-14
1' 113.7 4.98 (a) 1H brs 3', 7' H-1'b H-1''
5.47 (b) 1H brs 3', 7' H-1'a H-9'
2' 144.7
3' 51.3
4' 206.7
5' 78.4
6' 203.9
7' 72.0
8' 169.2
9' 21.5 1.48 3H s 11, 2', 3', 4' H-1'b
10' 16.4 1.25 3H s 4', 5', 6'
1'' 52.6 3.76 3H s 8' H-1'a
OH 2.91 1H brs
1H
 
1H NMR: 500 MHz, 13C NMR: 125 MHz (in CDCl3) 
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3-4. AusEの in vitroアッセイ 
 A. oryzaeを用いた in vivoの試験の結果、ジオキシゲナーゼ AusEが多段階の酸化ならびに
スピロ環形成反応を担うものと考えられた。本酵素が一連の反応を単独で触媒するか否かを
明らかにするとともに、より詳細な酵素機能の解明を目指して、精製酵素を用いた in vitroの
試験を実施することとした。AusEを大腸菌にて Hisタグ融合型のタンパク質として大量発現
後、Ni-NTAアフィニティーカラムにて精製し、さらに濃縮したのちに酵素反応に供した。 
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Figure 3-7. HPLC profiles of the AusE reaction products from 13 (i to iv) or 16 (v and vi): reaction (i) 
without a-KG; (ii) without Fe(II); (iii) with EDTA; (iv) complete reaction with 13; reaction (v) 
without AusE; (vi) complete reaction with 16. (B) Structures of compounds 13, 14, and 16-20. The 
chromatograms were monitored at 190 nm. 
 AusE は、phytanoyl-CoA ジオキシゲナーゼ（PhyH） 102と同様に Fe(II)ならびに α-KG 依存
型酵素であると考えられたことから、FeSO4、α-KG、および基質として berkeleyone A（13）
の存在下、酵素反応を実施した。その結果、in vivoの試験と同様に 14、18、19、20の四化合
物が生成することが判明し、AusEは真に多段階の酸化反応ならびにスピロ環形成を単独で行
うことが確認された（Figure 3-7、レーン iv）。本酵素反応は、FeSO4非添加の条件下でも円滑
に進行したが（Figure 3-7、レーン ii）、これは酵素精製過程で除去することができず、酵素活
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性部位に結合したままになっている Fe(II)に由来すると考えられる。実際に、キレート剤とし
て 1 mMの EDTAを加えた条件においては、反応は全く進行しなかった（Figure 3-7、レーン
iii）。同様に α-KG非添加の条件下においても、やはり反応は進行しないことが判明した（Figure 
3-7、レーン i）。以上のことより、AusEは金属（おそらく二価鉄）および α-KG依存型の酸化
酵素であることが確認された。 
 興味深いことに、AusEは七員環ラクトンを有する preaustinoid A2（16）をも基質として受
容し、スピロラクトン体 17へと変換することが明らかとなった（Figure 3-7、レーン vおよび
vi）。 
 
3-5. AusCの反応時期の解明 
 上述の in vitroの試験の結果、AusEが 17 ならびに 20 の両化合物の生成能を有することが
判明したことで、AusCによる Baeyer-Villiger酸化がどのタイミングで起こるのかという点に
疑問が生じた。AusCの基質を明らかにするとともに、17に至る全生合成経路を解明すべく、
次のような生物変換実験を実施した。すなわち、5つの化合物 12、13、14、19、20をそれぞ
れ、AusCおよび AusEを発現する A. oryzae形質転換体の培養液に投与し、その変換産物を分
析することとした。その結果、13 および 14 のみが 17 へと変換された一方で、19 は 20 へと
変換され、12 ならびに 20 は一切代謝されなかった（Figure 3-8、3-9）。以上のことを考慮す
ると、AusCは 14 を基質として受け入れ、七員環ラクトンを有する preaustinoid A1（15） 101
を与える酵素であることが強く示唆される。AusC により生じた 15 は、次いで AusE の基質
となりエノン体 16 へと変換されたのち、酸化的転位反応によりスピロラクトン 17 に至るも
のと推定される。すなわち、AusE は AusC による Baeyer-Viliger 酸化の前後の両段階におい
て機能するものと考えられる。また、化合物 19および 20はいずれも austinol（11）の生合成
中間体ではなくシャント化合物であると言える。 
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Figure 3-8. (A) HPLC profiles of culture supernatant extracts from each transformant incubated with 
various compounds: (i), (iii), (v), (vii), and (ix) transformant harboring empty vectors incubated with 
20, 19, 14, 13, and 12, respectively; (ii), (iv), (vi), (viii), and (x) transformant that expresses AusC and 
AusE incubated with 20, 19, 14, 13, and 12, respectively. (B) Structures of compounds 12-14, and 
17-20. The chromatograms were monitored at 190 nm. 
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Figure 3-9. Bioconversion experiment of compounds 13, 14, 19, and 20 with AusC and AusE 
 
3-6. 考察 
 第 3章においては、austinol生合成に関わる 3つの酸化酵素 AusB、AusC、AusEの機能解析
を行い、遺伝子破壊実験では明らかにされなかった protoaustinoid A（12）から preaustinoid A3
（17）に至る生合成経路を解明した（Scheme 3-1）。天然物生合成研究において遺伝子破壊実
験は、汎用される研究手法であり、各遺伝子の機能や生合成経路を推定するための非常に強
力なツールである。しかしながら、ausC あるいは ausE 破壊株において一切の生合成中間体
が単離されなかったことが示すように、遺伝子破壊を行っても中間体が蓄積せず、全生合成
経路の解明が達成されないケースも少なくない。本研究では、異種糸状菌での発現系構築と
いう手法を用いることで、遺伝子破壊実験では得られなかった 3 つの新規 austinol 類縁体
（18-20）ならびに 3つの既知天然物（13、14、16）の取得に成功した。このことは、異種発
現系構築が生合成中間体を獲得する上でより優れた手法であることを示唆するものである。
一方で、先行する遺伝子破壊実験がなければ、異種発現系に組み込むべき遺伝子群を選定す
ることは非常に困難であったと予想される。以上を踏まえると、両手法の利点を巧みに利用
することで、糸状菌由来天然物の生合成研究を加速させることができるものと考えられる。 
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Scheme 3-1. Proposed biosynthetic pathway leading preaustinoid A3 (17). 
 本章で明らかにした生合成経路のなかで、最も興味深い反応は α-KG 依存型ジオキシゲナ
ーゼ AusEによるスピロ環形成反応であろう。本ジオキシゲナーゼは生物種を問わず普遍的に
存在する酵素であり、ヒトにおいては、コラーゲン生合成に関与するプロコラーゲン-プロリ
ンジオキシゲナーゼ 103、十文字ドメイン含有ヒストン脱メチル化酵素 104、フィタノイル CoA
ジオキシゲナーゼ 105などが代表的な例として知られる。初めてその結晶構造が明らかにされ
た α-KG依存型ジオキシゲナーゼは、cephalosporin生合成に関与する deacetoxycephalosporin C 
synthase（DAOCS）であり（Figure 1-1）、活性中心の Fe(II)に配位するアミノ酸残基や α-KG
の結合様式が明らかにされた 11。また、詳細な反応メカニズムについては、大腸菌由来の taurine 
dioxygenase（TauD）を用いた研究が盛んに行われており、種々の分光法を用いた遷移速度論
的解析によって、各種酵素反応中間体の検出にも成功している 106。 
 上述の先行研究等を基にして α-KG 依存型ジオキシゲナーゼの反応開始については、共通
の機構を以て進行するものと理解されており、酵素活性部位に存在する”2-His-1-carboxylate 
iron-binding facial triad”と呼ばれる構造に配位した鉄原子が酵素活性に重要な役割を果たして
いるとされている 107。AusEにおいても、このトライアドは保存されており（His130、Asp132、
His214）、ここに配位した鉄原子によって反応が担われるものと考えられる。反応の第一段階
においては、酵素活性部位に α-KGおよび分子酸素が取り込まれたのち、α-KGの酸化的脱炭
酸により、活性種である鉄(IV)-オキソ中間体が生じる（Scheme 3-2）。次いで、基質が活性部
位に結合したのち、この活性種により基質の水素原子が引き抜かれラジカルを生じることで
反応が開始する。その後生じる反応としては、酸素の再結合による水酸化が最も一般的であ
るが（Scheme 3-2）、脱水素反応や転位を伴う酸化反応なども起こりうる。また、この時点で
活性中心の鉄の価数は 2価に戻り、触媒サイクルが完結する（Scheme 3-2）。 
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Scheme 3-2. General catalytic cycle of α-KG-dependent dioxygenases. 
 つづいて、AusEの反応機構を考察するにあたっては、類似した有機合成反応を参考にする
こととした。すなわち、4β, 5β-または 5α,6α-エポキシドを有するステロイド化合物をそれぞ
れギ酸または三フッ化ホウ素で処理することで、いずれも austinoid C（20）と同様のスピロ
環構造を有する化合物へと変換されるというものである（Figure 3-10） 108, 109。このことは、
C-5位にカルボカチオンが生じることで、自発的にスピロ環形成に至ることを示唆している。
本反応と上述の α-KG依存型ジオキシゲナーゼの反応機構とを踏まえて、AusEの反応を以下
のように推定した。まず、活性種である鉄-オキソ中間体により基質 16 の C-5 位の水素原子
が引き抜かれラジカルを生じた後、水酸化を受け、二価鉄に結合した中間体を与える。さら
に、この水酸基の脱離に伴う転位反応により反応生成物 17のスピロラクトン骨格を生じるも
のと考えられる（Scheme 3-3A）。 
 他方で、上記の反応機構とは異なり水酸化を経ないメカニズムも提唱されている 110。この
場合、C-5 位の水素原子の引き抜きによるラジカルの発生までは共通であるが、その後 C-1、
C-5間で炭素-炭素結合が形成されたのち、C-1、C-10間の炭素-炭素結合が開裂することで、
スピロ環構造を有するラジカル種が生じる。最終的に、C-9 位の水素原子の引き抜きに伴う
二重結合の導入が起これば反応が完結する（Scheme 3-3B）。現時点では、どちらの反応機構
で進行しているかは明らかではなく、その検証も困難であると考えられるが、C-1、C-2間に
二重結合を有さないスピロ化合物（たとえば、化合物 14 や 15 が直接転位反応を起こしたと
考えられる化合物）が単離されていないことや、前者の反応機構では syn 脱離が要求される
ことを考慮すると、後者の反応機構がよりもっともらしいと考えられる。 
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Figure 3-10. Spiro-ring formation by organic synthetic approaches. 
 
5 CO2CH3
O
O
OH
O
O
aFeIVa
HisO
Asp
HisR
O
O
H
R = -CH2CH2COO-
H
5 CO2CH3
O
O
OH
1
O
O
aFeIIIa
HisO
Asp
HisR
O
OH
H 10 CO2CH3
O
O
OH
1
O
O
aFeIIIa
HisO
Asp
HisR
O
OH
H
9
CO2CH3
O
O
OO
OH
H
aFeIIIa
HisO
Asp
HisR
O
OH
1) + αKG
2) + O2
3) - CO2
4) + 16
aFeIIa
HisH2O
AspH2O
His
OH2 CO2CH3
O
O
OH
O
O
aFeIIIa
HisO
Asp
HisR
O
OH
H CO2CH3
O
O
OH
O
O
aFeIIa
HisO
Asp
HisR
O
O H
H
H+
CO2CH3
O
O
OO
OH
aFeIIa
HisH2O
AspH2O
His
OH2
1716
CO2CH3
O
O
OO
OH
aFeIIa
HisH2O
AspH2O
His
OH2
17
Path A
Path B
 
Scheme 3-3. Proposed reaction mechanism for spiro-ring formation. 
 
 Fe(II)および α-KG依存型ジオキシゲナーゼは、次章で詳述する反応を含め、非常に多様な、
また特異な反応に関わることが知られており、たとえば、cephalosporin 生合成における環拡
大反応 11や stipitatic acid生合成におけるトロポロン形成反応 13などが挙げられる（Figure 1-1）。
また、クラバミン酸合成酵素はクラブラン酸生合成において、AusEと同様に三段階の異なる
反応を触媒することが知られている 111。しかしながら、AusEの触媒するようなスピロ環形成
反応は、α-KG依存型ジオキシゲナーゼの関わる反応としてこれまで報告されていない。また、
austinol と類似したスピロラクトン骨格は先述の andbenin 類 39, 112 のほか、センダン科植物
Carapa grandifloraに由来する carapolide Dおよび G 113など極少数の天然物の構造に見られる
が（Figure 3-11）、これらの生合成遺伝子はいまだ報告されていない。Austinol との構造類似
性を踏まえると、上記の化合物の生合成にも類似したジオキシゲナーゼが関与している可能
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性は高く、本研究はこれらの生合成研究の進展にも寄与するものと考えられる。 
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Figure 3-11. Natural products with the spiro-lactone system similar to that of austinol. 
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第 4章 Anditomin の生合成研究 
 
4-1. 背景・目的 
 Anditomin（21）ならびにその類縁化合物 andilesin A-C（22-24）、andibenin A-C、emervaridione
は、糸状菌 Aspergillus variecolorあるいは、その完全世代である Emericella variecolorより単
離されたメロテルペノイドであり、奇異な分子内架橋構造を有する点で特徴的な化合物群で
ある（Figure 4-1） 39, 40, 112, 114, 115。Simpson、Vederasらによって行われた同位体標識化合物の
投与実験により、21 が DMOA（9）およびファルネシル二リン酸（FPP、25）に由来するこ
とが明らかにされるとともに、その生合成経路も以下のように提唱されている（Figure 
4-2） 116-119。すなわち、9 が 25 と付加することで、ファルネシル化されたシクロヘキサジエ
ノン誘導体を生じたのち、末端二重結合のエポキシ化、ファルネシル基の環化を経て、エキ
ソメチレンを有する環化中間体へと変換される。その後、分子内 [4 + 2]環化付加反応
（Diels-Alder 反応）によって、andilesin 類および andibenin 類に共通のビシクロ[2.2.2]オクタ
ン骨格が形成されるものと予想されている。得られた中間体はさらに酸化還元反応等の修飾
反応を受けて 22 へと変換され、次いで 23 を経て 24 となったのち、24 が酸化的転位反応を
受けることで最終産物 21 が合成されるものと考えられる。なお、andibenin 類は対応する
andilesin類から、おそらく前章で扱った AusEと類似した酵素の働きにより、生合成されると
推察される。このように生合成研究や生合成経路の提唱はなされているものの、これら一連
の化合物の生合成遺伝子、酵素はこれまでに全く報告がなされていない。 
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Figure 4-1. Structures of anditomin (21) and related natural products. 
 [4 + 2]環化付加反応を担う酵素は、すでにいくつか報告されているものの、真に Diels-Alder
反応を担うことが証明された酵素は未だ一例も存在しない 120。したがって、21の生合成研究
を酵素レベルで行うことで、Diels-Alder 反応を担う酵素の発見につながる可能性がある。加
えて、すでに生合成研究を行った terretonin、austinol、andrastin A といった DMOA 由来メロ
テルペノイド化合物の生合成経路や酵素群を 21のそれらと比較することで、糸状菌が単純な
芳香族化合物である 9 から如何にして多様な化合物を生み出すのかについて、新たな知見を
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得られるものと期待される。そこで、21の生合成遺伝子の探索ならびに[4 + 2]環化付加反応
を担う酵素の同定、ひいては全生合成経路の解明を目指すこととした。 
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Figure 4-2. Proposed biosynthetic pathway of anditomin (21). 
 
4-2. Anditomin生合成遺伝子クラスターの発見と生物情報学的解析 
 Anditomin（21）を生産する糸状菌のゲノム情報は公開されていないことから、まず、21お
よび 24の生産菌として知られる E. variecolor NBRC 32302（CMI 60316）株 40のドラフトゲノ
ムシーケンス解析を実施することとした。本ゲノム中に、既知の DMOA合成酵素のホモログ
をコードする遺伝子を検索したところ、ひとつの候補遺伝子が見出された。その遺伝子産物
は、Trt4 54、AusA 96、AdrD といった既知のポリケタイド合成酵素（PKS）と 50%以上の配列
同一性を有しており、そのドメイン構造も同一であった。さらに、本遺伝子の近傍を探索す
ることによって 21の生合成に関わると推定される遺伝子クラスターを見出すことができ、こ
れを andクラスターと命名した（Figure 4-3）。 
 本遺伝子クラスターは、メロテルペノイド生合成に関わる典型的な酵素として、PKS
（AndM）、プレニル基転移酵素（AndD）、FAD 依存型エポキシダーゼ（AndE）、テルペン環
化酵素（AndB）をコードしており、これらは生合成の初期段階に関与するものと推定される。
また、andクラスターは 2つの非ヘム鉄依存型ジオキシゲナーゼ（AndA、AndF）、3つの短鎖
型脱水素酵素/還元酵素（SDR：AndC、AndH、AndI）、アセチル基転移酵素（AndG）、FAD
依存型モノオキシゲナーゼ（FMO：AndJ）をコードしており、これらは生合成の中後期にお
いて働く修飾酵素群であると予想される。興味深いことに本クラスターは、他の DMOA由来
メロテルペノイド（terretonin、austinol、andrastin A）の生合成に関わるメチル基転移酵素 55, 56
のホモログをコードしていなかった。第 1 章で述べたとおり、このメチル基転移酵素による
カルボキシル基のメチル化は、テルペン環化酵素による閉環反応の進行に必須である。しか
 65 
しながら、E. variecolorのゲノム全体を検索しても、これらメチル基転移酵素と高い同一性を
有するタンパク質をコードする遺伝子は見出されなかった。他方で、adr クラスターは P450
モノオキシゲナーゼと加水分解酵素のキメラタンパク質である AndK をコードしており、本
酵素は mycophenolic acid生合成に関わる MpaD/MpaE 57, 121とおよそ 50%の同一性を有するこ
とが判明した。MpaD/MpaEは、5-methylorsellinic acid（5-MOA）を基質として、5,7-dihydroxy-4- 
methylphtalide（DHMP）を与える酵素である（Figure 4-4A）。本酵素反応においては、P450
ドメインがメチル基の水酸化を、加水分解酵素ドメインがラクトン化をそれぞれ担うことが
明らかにされている。これを踏まえると、AndKは DMOA（9）を基質として同様の二段階の
反応を触媒し、5,7-dihydroxy-4,6- dimethylphtalide（DHDMP）を与えるものと推定される（Figure 
4-4B）。DHDMP は、次いでファルネシル基転移酵素（AndD）、エポキシダーゼ（AndE）、テ
ルペン環化酵素（AndB）によって、Figure 4-2 に示すような二環性のテルペノイド部位を有
する中間体へと変換されると予想できる（Figure 4-5）。 
(A)
(B)
Gene Amino acids (base pairs) Protein homologue, origin Similarity/identity (%) Proposed function
andA 293 (882) Trt7, Aspergillus terreus 60/36 PhyH-like dioxygenase
andB 236 (782) AtmB, Aspergillus flavus 62/47 Terpene cyclase
andC 252 (940) AdrF, Penicillium chrysogenum 75/59 Short chain dehydrogenase/reductase
andD 327 (984) AdrG, Penicillium chrysogenum 62/49 Prenyltransferase
andE 471 (1564) AusM, Aspergillus nidulans 68/51 FAD-dependent monooxygenase
andF 285 (858) Trt7, Aspergillus terreus 63/43 PhyH-like dioxygenase
andG 481 (1446) ANI_1_1240084, Aspergillus niger 45/26 Acetyltransferase
andH 337 (1063) AFLA_118570, Aspergillus flavus 70/50 Short chain dehydrogenase/reductase
andI 290 (921) TSTA_096040, Talaromyces stipitatus 68/48 Short chain dehydrogenase/reductase
andJ 633 (1902) AusC, Aspergillus nidulans 68/55 FAD-dependent monooxygenase
andK 865 (2936) MpaD/MpaE, Penicillium brevicompactum 67/49 Cytochrome P450 monooxygenase/hydrolase
andL 177 (688) AFUA_3G02140, Aspergillus fumigatus 83/69 Hypothetical protein
andM 2430 (7499) AdrD, Penicillium chrysogenum 70/54 Polyketide synthase
ca. 31.1 kb
The and cluster from Emericella variecolor NBRC 32302 
andA andB andC andD andE andF andG andH andI andJ andK andL andM
 
Figure 4-3. (A) Schematic representation of the and cluster. The direction of the arrow indicates the 
direction from the start to the stop codon. (B) Annotation of each protein in the and cluster. The 
deduced function of each open reading frame (ORF) and the amino acid sequence similarity/identity, 
as compared with the homologues found by a BLAST search at NCBI, are shown. 
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Figure 4-4. (A) Lactonization by MpaDE in the mycophenolic acid biosynthesis. (B) Proposed 
function of AndK in the anditomin pathway. 
 
O
OH
HO
H
H
O
O
O
OH
O
O
O
O
OH
O
O
OH
OH
O
O
DHDMP
AndD
(PT)
AndE
(FMO)
AndB
(TC)
 
Figure 4-5. Predicted early-stage biosynthesis of anditomin. 
 
4-3. 生合成初期段階の解明 
 生合成の初期段階に関与すると予想された 5 つの酵素遺伝子の機能を明らかにすべく、こ
れらを予想生合成経路に沿って順次 A. oryzae NSAR1株 87にて異種発現させることとした。ま
ず、PKS 遺伝子である andM の単独発現株を構築したところ、空ベクターを導入したネガテ
ィブコントロール株には見られない新規化合物 9が検出された（Figure 4-6A、レーン iおよび
ii）。予想されたとおり、1H-および 13C-NMR、MS分析によって 9は DMOA 54であると判明し
（Table 4-1）、AndMは DMOA合成酵素であると確認された。つづいて、andM、andK共発現
系においては新たに化合物 26が生成した（Figure 4-6A、レーン iii）。本化合物もまた、期待
されたとおり DHDMP 122であると判明し（Table 4-2）、したがって、AndKは MpaD/MpaEと
同様にフタリド化合物の合成に関わる酵素であると明らかになった。 
 さらにプレニル基転移酵素遺伝子 andDを導入した形質転換体においては、その培養上清抽
出物に新規代謝物は検出されなかったものの（Figure 4-6A、レーン vi）、菌体抽出物中に疎水
性の高い化合物 27 の生成が認められた（Figure 4-6B、レーン ii）。単離精製後、本化合物の
1H-NMRを測定したところ、26のそれと比して新たに、4つのアリルメチル、3つのオレフィ
ンメチン、複数のメチレンに由来するシグナルが観測された。また、13C-NMR スペクトル上
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には 25 本のシグナルの存在が確認されたことから、26 に対してファルネシル化が進行した
ことが強く示唆された。さらに、二次元 NMR解析の結果、27は 26の C-4位にファルネシル
基が付加した化合物であると決定でき、これを farnesyl-DHDMPと命名した（Table 4-3）。残
念ながら、エポキシダーゼ遺伝子 andEをさらに導入した 4遺伝子発現系からは期待された代
謝産物である epoxyfarnesyl-DHDMP（28）は単離されなかったが、代わりに dihydroxyfarnesyl- 
DHDMP（28’）が得られた（Figure 4-6A、レーン v；Table 4-4）。化合物 28’は 28のエポキシ
ドが加水分解を受けて生じたものであり、本反応は非酵素的に、あるいはホスト由来の酵素
によって進行したものと考えられることから、AndE は、基質 27 の C-10’位、C-11’位にエポ
キシドを形成する酵素であると結論づけた。 
5 3015 20 25
27
Time (min)
10
5 3015 20 25
9
26
29
28'
28'
Time (min)
10
(vi) andM+K+D+E+B
(v) andM+K+D+E
(iv) andM+K+D
(iii) andM+K
(ii) andM
(i) Negative control
(ii) andM+K+D
(i) andM+K
OH
CO2H
OH
9
OH
OH
O
O
4
7
5
O
OH
10'
11'
O
O
O
OH
O
OHO
HO 3 5 7
8
9
13
HO
14 15
H
O
4'
H
12
O
O
9'
O
26 27 28’ 29
(A)
(B)
(C) O
OH
O
OO
28  
Figure 4-6. Reconstitution of the early-stage biosynthesis of 21 in the A. oryzae expression system. 
(A) HPLC profiles of culture supernatant extracts from transformants harboring (i) only empty 
vectors; (ii) andM; (iii) andM+K; (iv) andM+K+D; (v) andM+K+D+E; (vi) andM+K+D+E+B. (B) 
HPLC profiles of mycelial extracts from transformants harboring (i) andM+K; (ii) andM+K+D. (C) 
Structures of compounds 9 and 26-29. The chromatograms were monitored at 254 nm. 
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 つづいて、テルペン環化酵素遺伝子 andBを含む 5遺伝子発現系からは、28’に加えて andB
特異的な代謝産物として化合物 29 が検出された（Figure 4-6A、レーン vi）。また、高分解能
質量分析の結果、29の分子式は C25H34O5と決定され、これは予想された構造式のそれと一致
するものであった。さらに、1H-NMRスペクトル上では、3.21 ppmに dd（J = 11.9, 2.8 Hz）の
オキシメチンシグナルが検出されるとともに、27 や 28’のスペクトル上では見られたオレフ
ィンメチンシグナルが消失しており、ファルネシル基の環化反応が進行したことを強く示唆
していた。しかしながら、驚くべきことに、エキソメチレンに由来すると考えられるシグナ
ルは観測されず、29 の構造は当初推定されたものとは異なることが判明した。さらに、
13C-NMRスペクトルにおいて、C-8位のシグナルは 85.7 ppmに観測されたことから、この位
置に酸素原子が結合しているものと考えられた。加えて、27 や 28’のスペクトルには存在す
る C-5、C-7位由来のシグナルが消失した代わりに、180 ppm付近に 2つのシグナルが出現し
ていた。以上のことを踏まえると、C-4’、C-8間に新たにエーテル結合が形成され、それに伴
ってフタリド 26 に由来する部分構造の共役系に変化が生じたものと推察された。さらに、
HMBCスペクトルを解析することで、29の平面構造を決定し、本化合物が五環性の分子骨格
を有することを明らかにした。相対立体配置については、H-5 と H-3/H-7α/H-15、H-7αと
H-12、H-9と H-13/H-9’、H-13と H-14間の NOESY相関をもとにして決定した（Table 4-5）。
なお、本化合物を preandiloid Aと命名した。 
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Table 4-1. NMR data for DMOA (9) 
 
5
6 1
2
34
OH
89
7
OH10
HO O  
 
13C
position δ (ppm) δ (ppm) intensitiy multiplicity
1 106.8
2 161.5
3 109.5
4 159.4
5 117.1
6 138.8
7 176.0
8 8.8 2.06 3H s
9 12.4 2.11 3H s
10 19.0 2.46 3H s
1H
 
1H NMR: 500 MHz, 13C NMR: 125 MHz (in CD3OD) 
 
Table 4-2. NMR data for DHDMP (26) 
 
4
3a 7a
7
65
OH
89
OH3
O 1 O  
 
13C
position δ (ppm) δ (ppm) intensitiy multiplicity
1 173.3
3 145.3 5.23 2H s
3a 70.3
4 110.7
5 161.3
6 111.5
7 154.1
7a 103.3
8 8.3 2.12 3H s
9 11.4 2.10 3H s
1H
 
1H NMR: 500 MHz, 13C NMR: 125 MHz (in acetone-d6) 
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Table 4-3. NMR data for farnesyl-DHDMP (27) 
 
4
3a 7a
7
65
O
8
OH
9
3
O 1 O
1'
2'
3'
4'
13'
5'
6'
7'
8'
14'
9'
10'
11'
12'
15'
 
 
13C
position δ (ppm) δ (ppm) intensitiy multiplicity HMBC correlation COSY correlation
1 171.9
3 71.3 4.98 2H s 1, 3a, 7a
3a 172.8
4 51.1
5 201.3
6 112.0
7 156.3
7a 116.8
8 7.1 1.84 3H s 5, 6, 7
9 23.7 1.36 3H s 3a, 4, 5, 1'
1' 38.9 2.75 1H dd (J = 14.2, 7.4 Hz) 3a, 4, 9, 2', 3' H-2'
2.33 1H dd (J = 14.2, 7.4 Hz) 3a, 4, 5, 9, 2', 3' H-2'
2' 117.0 4.78 1H brt (J =  7.4 Hz) 4', 13' H-1', H-13'
3' 140.3
4' 39.7 1.94 2H m 2', 3', 5', 6', 13'
5' 26.6 1.95 2H m 3', 6', 7'
6' 123.5 5.00 1H brt (J =  6.8 Hz) 5', 8', 14' H-5', H-14'
7' 135.6
8' 39.7 2.03 2H m 7', 10'
9' 26.7 2.03 2H m 7', 8', 10', 11'
10' 124.2 5.07 1H brt (J =  6.8 Hz) 12', 15' H-9', H-12', H-15'
11' 131.4
12' 25.7 1.67 3H brs 10', 11', 15' H-10'
13' 16.4 1.56 3H brs 2', 3', 4' H-2'
14' 16.0 1.56 3H brs 6', 7', 8' H-6'
15' 17.7 1.59 3H brs 10', 11', 12' H-10'
OH 7.99 1H brs
1H
 
1H NMR: 500 MHz, 13C NMR: 125 MHz (in CDCl3) 
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Table 4-4. NMR data for dihydroxyfarnesyl-DHDMP (28’) 
 
4
3a 7a
7
65
O
8
OH
9
3
O 1 O
1'
2'
3'
4'
13'
5'
6'
7'
8'
14'
9'
10'
11'
12'
15'
OH
HO
 
 
13C
position δ (ppm) δ (ppm) intensitiy multiplicity HMBC correlation COSY correlation
1 171.9
3 71.1 4.99 2H s 1, 3a, 7a
3a 172.9
4 51.1
5 201.3
6 112.1
7 156.4
7a 117.0
8 7.1 1.84 3H s 5, 6, 7
9 24.1 1.36 3H s 3a, 4, 5, 1'
1' 38.9 2.79 1H dd (J = 14.6, 7.3 Hz) 3a, 4, 5, 9, 2', 3' H-2'
2.33 1H dd (J = 14.0, 7.9 Hz) 3a, 4, 5, 9, 2', 3' H-2'
2' 117.3 4.72 1H brt (J =  7.0 Hz) 1', 4', 13' H-1', H-13'
3' 139.7
4' 39.5 2.00 1H m
1.94 1H m
5' 26.0 2.00 1H m
1.94 1H m
6' 124.2 5.03 1H brt (J =  6.5 Hz) 4', 5', 8', 14' H-5', H-14'
7' 135.3
8' 36.7 2.20 1H m 6', 7', 9', 10', 14' H-9'
2.03 1H m H-9'
9' 29.7 1.59 1H m 7', 8' H-8', H-10'
1.37 1H m H-8', H-10'
10' 78.2 3.33 1H dd (J = 10.7, 2.2 Hz) 8', 9', 11', 12', 15' H-9'
11' 73.0
12' 23.4 1.17 3H brs 10', 11', 15'
13' 16.3 1.56 3H brs 2', 3', 4' H-2'
14' 15.9 1.57 3H brs 6', 7', 8' H-6'
15' 26.4 1.21 3H brs 10', 11', 12'
1H
 
1H NMR: 500 MHz, 13C NMR: 125 MHz (in CDCl3) 
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Table 4-5. NMR data for preandiloid A (29) 
 
2
3 4 5
10
1
6
7
8
9
13
HO
14 15
H
O
4'
3'
11
H
12
5'
6'
7'2' O
8'O
1'
9'
10'
O
 
 
13C
position δ (ppm) δ (ppm) intensitiy multiplicity HMBC correlation COSY correlation NOESY correlation
1 32.0 1.25 (α) 1H dt (J = 13.0, 3.4 Hz) 13 H-2α, H-2β H-3, H-5
1.32 (β) 1H td (J = 13.0, 4.0 Hz) 2, 3, 5, 10, 13 H-2α, H-2β H-13
2 28.4 1.74 (α) 1H m H-1α, H-1β, H-3 H-3
1.58 (β) 1H m H-1α, H-1β, H-3 H-13, H-14
3 78.5 3.21 1H dd (J = 11.9, 2.8 Hz) 14, 15 H-2α, H-2β H-2α, H-5, H-15
4 39.1
5 47.1 1.20 1H dd (J = 12.5, 2.3 Hz) 1, 3, 4, 6, 7, 10, 13, 14, 15 H-6α, H-6β H-1α, H-3, H-6α, H-7α, H-15
6 16.6 1.73 (α) 1H m 8, 10 H-5, H-7α, H-7β H-5, H-15
1.62 (β) 1H m 5, 8 H-5, H-7α, H-7β H-14
7 38.3 1.95 (α) 1H dt (J = 14.2, 9.6 Hz) 6, 8, 9, 12 H-6α, H-6β H-5, H-12
2.18 (β) 1H brd (J = 14.2 Hz) 5, 6, 8 H-6α, H-6β
8 85.7
9 45.7 2.17 1H dd (J = 13.0, 2.8 Hz) 1, 5, 8, 10, 11, 13 H-11α, H-11β H-11β, H-13, H-9'
10 35.9
11 29.8 1.80 (α) 1H m 9, 3', 4', 9' H-9 H-1'
1.65 (β) 1H m 9, 3', 4' H-9 H-9, H-1'
12 25.4 1.28 3H s 7, 8, 9 H-7α
13 21.7 1.05 3H s 1, 9, 10  H-1β, H-2β, H-9, H-14
14 15.9 0.82 3H s 3, 4, 5, 15 H-2β, H-6β, H-15
15 28.9 1.00 3H s 3, 4, 5, 14 H-3, H-5, H-6α, H-14
1' 66.7 4.94 2H s 2', 7', 8' H-11α, H-11β
2' 180.1
3' 39.8
4' 169.6
5' 122.6
6' 180.0
7' 121.0
8' 167.7
9' 27.3 1.52 3H s 11, 2', 3', 4' H-9, H-1'
10' 8.0 1.79 3H s 4', 5', 6'
1H
 
1H NMR: 500 MHz, 13C NMR: 125 MHz (in CDCl3) 
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4-4. 修飾酵素群の機能予測ならびに生合成中期段階の解明 
 当初の予想に反して五環性の化合物 29 が生成したものの、本化合物が anditomin生合成中
間体であると仮定し、修飾酵素群の機能解析を実施することとした。修飾酵素の機能する順
序を予測することは困難であったことから、種々の組み合わせで修飾酵素を発現する A. 
oryzae形質転換体を構築し、そこに基質となる 29を投与した際の代謝物を分析することで各
酵素機能の推定を試みた。なお、21-24 はいずれもアセチル基を有さないことから、21 の生
合成にアセチル基転移酵素 AndG は関与しないものと推測した。したがって、この時点では
解析対象として 6つの酵素遺伝子（andA、andC、andF、andH、andI、andJ）が残ることとな
った。まず、これら 6遺伝子全てを発現する形質転換体を作製し、その培養液中に 29を 30 mg/L
の濃度で投与したところ、m/z 429 [M + H]+を有する化合物 22の生成が確認されたが（Figure 
4-7、レーン viii）、22の分子量は anditomin（21）のそれとは異なるものであった。 
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29
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33
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29
22
22
(viii) andA+C+F+H+I+J
(i) Negative control
(vii) andA+C+F+H+I (w/o andJ)
(vi) andA+C+F+H+J (w/o andI)
(v) andA+C+F+I+J (w/o andH)
(iv) andA+C+H+I+J (w/o andF)
(iii) andA+F+H+I+J (w/o andC)
(ii) andA+C+F+H+I+J (w/o andA)
 
Figure 4-7. HPLC profiles of culture supernatant extracts from A. oryzae transformants incubated 
with 29. Transformants (i) with only empty vectors; (ii) lacking andA; (iii) lacking andC; (iv) lacking 
andF; (v) lacking andH; (vi) lacking andI; (vii) lacking andJ; (viii) with andA+C+F+H+I+J. The 
chromatograms were monitored at 210 nm. 
 導入した各酵素機能に関するより詳細な知見を得るべく、次いで 6 つの遺伝子のうちひと
つだけを欠く系をそれぞれ構築し、そこに 29を与えた際に得られる化合物について精査する
こととした。その結果、andFまたは andHを含まない系においては引き続き 22が得られるこ
とが判明した（Figure 4-7、レーン ivおよび v）。すなわち、これら両遺伝子は 22の生合成に
関与していないと言える。次に、andCを欠いた系においては、29は代謝されなかったことか
ら（Figure 4-7、レーン iii）、AndCは 29を基質とする酵素であることが示唆される。AndCは、
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terretoninおよび andrastin A生合成においてそれぞれ C-3位の水酸基を酸化しケトンを与える
Trt9 70や AdrF とおよそ 60%の配列同一性を有することから、これらと同様の機能により 29
を対応するケトン体へと変換するものと推定される。非ヘム鉄依存型ジオキシゲナーゼをコ
ードする andAを持たない形質転換体から得られた化合物 30は、29と類似した UV吸収スペ
クトルならびに m/z 413 [M + H]+を有しており、30は AndCが 29を酸化することで生じた化
合物であると考えられる（Figure 4-8）。 
 つづいて、andJを欠損させた系で得られた化合物 32はm/z 411 [M + H]+を有しており（Figure 
4-7、レーン ii）、30よりも分子量が 2 Daだけ小さい化合物であると判明したが、その UV吸
収スペクトルは 29や 30のそれらとは大きく異なっていた。したがって、32は AndAによる
30の酸化によって生じた化合物であること、また、32の生成にあたっては大きな構造変換が
生じたことが示唆された。おそらく、andilesin 類に共通の分子骨格がこの段階で合成された
ものと予想される（Figure 4-8）。他方で、AndJは austinol生合成に関わる Baeyer-Villigerモノ
オキシゲナーゼ AusC と 55%の配列同一性を有しており、したがって、AndA により生じた
32 の Baeyer-Villiger 酸化により、七員環ラクトンを与えるものと期待された。ここで、andI
を保持しない系においては、32より分子量が 16 Da大きい化合物 33が検出されていることか
ら（Figure 4-7、レーン vi）、本化合物がAusJの酵素反応生成物であると推定される（Figure 4-8）。
さらに、AndIが SDRであること、33 と 22 の分子量の差が 2 Daであることを考慮すると、
AndIは 33のケト基を還元しアルコールを与える酵素であるとともに、その生成物が andilesin 
Aであると予想可能であった（Figure 4-8）。 
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Figure 4-8. Proposed biosynthetic pathway leading to andilesin A (22). 
 22に至る予想生合成経路を証明するとともに、各生合成中間体を単離構造決定すべく、先
に構築した 29 を合成する A. oryzae 形質転換体に対して、さらに上記の修飾酵素群を順次導
入することとした。まず、デヒドロゲナーゼ遺伝子 andCを導入したところ、期待されたとお
りに化合物 30が生成した（Figure 4-9、レーン ii）。単離精製後、各種スペクトル解析に供し
たところ、30は実際に 29のケトン体であると判明し、これを preandiloid Bと命名した（Table 
4-6）。つづいて、さらにジオキシゲナーゼ遺伝子 andA を加えた際には、化合物 32 のみなら
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ず、微量ながら 31も生成することが判明した（Figure 4-9、レーン iii）。31は 30の脱水素化
体で、C-1、C-2間に二重結合を有する化合物であると判明し、これを preandiloid Cと命名し
た（Table 4-7）。一方で、32 は 31 と同一の分子式（C25H30O5）を有するにも関わらず、その
NMR スペクトルは 31 のそれとは大きく異なっていた。1H-NMR スペクトルにおいては、新
たに 3.68 ppmにシングレットのメチンシグナルが観察された一方で、メチル基に由来するシ
グナルが一本消失していた。さらに、13C-NMRスペクトルにおいては、31の C-8、C-2’、C-4’、
C-5’、C-6’、C-7’に由来する低磁場側のシグナルがいずれも消失するとともに、新たに 200 ppm
付近に 2つのシグナルが出現しており、32の合成に際して劇的な構造変換が起きたことが強
く示唆された。二次元 NMRスペクトル解析によって、32の構造を決定したところ、andilesin
類と同様なビシクロ[2.2.2]オクタン骨格を有する化合物であると判明し、これを andiconin と
命名した（Table 4-8）。次いで、Baeyer-Villigerモノオキシゲナーゼ遺伝子 andJを含む 8遺伝
子発現系は、特異的な代謝物として化合物 33を生成したが（Figure 4-9、レーン iv）、本化合
物は 32の酸化体であると決定されるとともに、andilesin Dと命名された（Table 4-9）。最後に、
さらに SDR遺伝子 andIを導入することで化合物 22の生成が確認され（Figure 4-9、レーン v）、
本化合物は期待されたとおり、既知天然物 andilesin A 112であると決定された（Table 4-10）。
以上の結果により、andilesin A（22）に至る生合成経路の確立に成功した。 
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Figure 4-9. Functional analyses of the tailoring enzymes. (A) HPLC profiles of culture supernatant 
extracts from transformants harboring (i) andM+K+D+E+B; (ii) andM+K+D+E+B+C; (iii) 
andM+K+D+E+B+C+A; (iv) andM+K+D+E+B+C+A+J; (v) andM+K+D+E+B+C+A+J+I. (C) 
Structures of compounds 22 and 29-33. The chromatograms were monitored at 210 nm. 
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Table 4-6. NMR data for preandiloid B (30) 
 
2
3 4 5
10
1
6
7
8
9
13
O
14 15
H
O
4'
3'
11
H
12
5'
6'
7'2' O
8'O
1'
9'
10'
O
 
 
13C
position δ (ppm) δ (ppm) intensitiy multiplicity HMBC correlation COSY correlation NOESY correlation
1 30.3 1.88 (α) 1H m H-2α, H-2β
1.43 (β) 1H ddd (J = 13.0,9.6, 5.7 Hz) H-2α, H-2β H-2β, H-11β, H-13
2 33.1 2.63 (α) 1H ddd (J = 16.2,11.9, 5.4 Hz) 1, 3 H-1α, H-1β H-1α, H-5, H-15
2.32 (β) 1H ddd (J = 16.4,9.6, 3.4 Hz) 3, 10 H-1α, H-1β  H-1β, H-13, H-14
3 218.0
4 46.8
5 46.2 1.95 1H dd (J = 12.7, 2.6 Hz) 4, 6, 7, 13, 14, 15 H-6 H-2α, H-12, H-15
6 18.0 1.65 2H m H-5, H-7α, H-7β
7 37.5 1.99 (α) 1H m 8 H-6 H-12
2.27 (β) 1H brd (J = 8.0 Hz) 5, 6, 8, 12 H-6
8 85.1
9 43.6 2.24 1H dd (J = 13.0, 4.0 Hz) 10, 12, 13 H-11α, H-11β H-11β, H-13, H-9'
10 35.2
11 29.5 1.86 (α) 1H t (J = 13.0 Hz) 8, 3' H-9 H-12
1.72 (β) 1H dd (J = 13.0, 3.4 Hz) 8, 3' H-9  H-1β, H-9
12 25.3 1.36 3H s 7, 8, 9 H-5, H-7α, H-11α
13 22.0 0.91 3H s 1, 5, 9, 10  H-1β, H-2β, H-9, H-14
14 19.5 1.06 3H s 3, 4, 5, 15 H-13
15 29.1 1.08 3H s 3, 4, 5, 14 H-2α, H-5
1' 66.8 4.95 2H d (J = 1.1 Hz) 2', 7', 8'
2' 179.9
3' 39.6
4' 169.2
5' 122.6
6' 179.9
7' 121.0
8' 167.6
9' 27.0 1.53 3H s 11, 2', 3', 4' H-9
10' 8.0 1.80 3H s 4', 5', 6'
1H
 
1H NMR: 500 MHz, 13C NMR: 125 MHz (in CDCl3) 
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Table 4-7. NMR data for preandiloid C (31) 
 
2
3 4 5
10
1
6
7
8
9
13
O
14 15
H
O
4'
3'
11
H
12
5'
6'
7'2' O
8'O
1'
9'
10'
O
 
 
13C
position δ (ppm) δ (ppm) intensitiy multiplicity HMBC correlation COSY correlation NOESY correlation
1 155.1 7.09 1H d (J = 10.1 Hz) 3, 5, 9, 10 H-2 H-2, H-13
2 129.0 5.92 1H d (J = 10.1 Hz) 4, 10 H-1 H-1
3 204.7
4 45.2
5 46.9 2.02 1H m 4, 6, 7, 9, 10, 14 H-6 H-12, H-15
6 17.2 1.75 2H m H-5, H-7α, H-7β
7 38.4 2.04 (α) 1H m 8, 9, 12 H-6 H-12
2.31 (β) 1H m H-6
8 84.8
9 44.1 2.29 1H dd (J = 13.5, 2.8 Hz) H-11α, H-11β H-11β, H-13, H-9'
10 38.4
11 30.5 2.05 (α) 1H t (J = 13.5 Hz) 2' H-9 H-12
1.85 (β) 1H dd (J = 12.9, 3.4 Hz) 8, 9, 9' H-9 H-9, H-13, H-9'
12 24.2 1.23 3H s 7, 8, 9 H-5, H-7α, H-11α
13 27.5 1.24 3H s 1, 5, 9, 10  H-1, H-9, H-11β
14 20.9 1.17 3H s 3, 4, 5, 15
15 29.2 1.14 3H s 3, 4, 5, 14  H-5
1' 66.7 5.03 1H d (J = 18.5 Hz) 2', 7', 8'
4.98 1H d (J = 18.5 Hz)
2' 179.4
3' 39.7
4' 168.5
5' 123.2
6' 179.8
7' 121.2
8' 167.5
9' 26.9 1.58 3H s 11, 2', 3', 4' H-9, H-11β
10' 8.0 1.81 3H s 4', 5', 6'
1H
 
1H NMR: 500 MHz, 13C NMR: 125 MHz (in CDCl3) 
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Table 4-8. NMR data for andiconin (32) 
 
2
3 4 5
10
1
6
7
1'
9
13
O
14 15
2'
1211
7'
6'
5'4'
H
9' O
3' O
10'
H
8
O 8' O
 
 
13C
position δ (ppm) δ (ppm) intensitiy multiplicity HMBC correlation COSY correlation NOESY correlation
1 153.5 6.37 1H d (J = 10.1 Hz) 3, 5, 9, 10 H-2 H-2, H-9, H-13
2 125.6 5.89 1H d (J = 10.1 Hz) 4, 10 H-1 H-1
3 203.4
4 44.1
5 38.8 1.33 1H dd (J = 12.9, 6.2 Hz) 4, 6, 10, 13, 15 H-6α, H-6β H-6α, H-15
6 18.1 1.91 (α) 1H m 4, 5, 7, 10 H-5, H-7α, H-7β H-5, H-14. H-15
1.76 (β) 1H m 5, 7, 10 H-5, H-7α, H-7β H-13, H-14, H-15
7 24.4 2.11 (α) 1H m H-6α, H-6β H-7'
1.93 (β) 1H m H-6α, H-6β H-13
8 44.8
9 56.13 1.66 1H t (J = 8.7 Hz) 5, 7, 8, 10, 12, 13 H-11α, H-11β H-11β, H-13, H-12α
10 38.4
11 37.8 1.92 (α) 1H m H-9 H-9'
1.31 (β) 1H m H-9 H-9
12 51.5 1.47 (α) 1H d (J = 13.5 Hz) 8, 9, 2', 5', 6', 10' H-9, H-10'
1.99 (β) 1H d (J = 13.5 Hz) H-7', H-10'
13 22.7 1.30 3H s 1, 5, 9, 10  H-1, H-6β, H-7β
14 20.9 1.06 3H s 3, 4, 5, 15 H-6α, H-6β, H-13
15 23.4 1.13 3H s 3, 4, 5, 14  H-5, H-6α, H-6β
1' 68.1 4.23 2H brs 2', 7', 8'
2' 56.0
3' 56.05
4' 209.7
5' 64.2
6' 196.5
7' 46.5 3.68 1H s 2', 8' H-7α, H-12β
8' 167.3
9' 15.9 1.02 3H s 11, 2', 3', 4' H-11α
10' 11.7 1.16 3H s 12, 4', 5', 6' H-12α, H-12β
1H
 
1H NMR: 500 MHz, 13C NMR: 125 MHz (in CDCl3) 
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Table 4-9. NMR data for andilesin D (33) 
 
5
10
6
7
1'
9
13
2'
1211
7'
6'
5'4'
H
9' O
3' O
10'
H
8
O 8' O
12
3 O 4
O
14 15  
 
13C
position δ (ppm) δ (ppm) intensitiy multiplicity HMBC correlation COSY correlation NOESY correlation
1 150.7 6.00 1H d (J = 12.5 Hz) 3, 5, 9, 13 H-2 H-2, H-9, H-13
2 120.2 5.81 1H d (J = 12.5 Hz) H-1 H-1
3 166.2
4 83.9
5 42.9 1.88 1H m 4 H-6α, H-6β H-6α, H-15
6 23.4 2.06 (α) 1H m H-5, H-7α, H-7β H-5, H-15, H-1'β
1.71 (β) 1H m H-5, H-7α, H-7β
7 25.7 2.41 (α) 1H dd (J = 15.3, 10.8 Hz) 9 H-6α, H-6β H-1'β
1.95 (β) 1H m 9, 12 H-6α, H-6β H-12β, H-13
8 45.9
9 57.1 1.80 1H m 5, 12, 13 H-11α, H-11β H-13
10 44.8
11 39.2 1.75 (α) 1H m 9 H-9 H-9'
1.60 (β) 1H m H-9
12 51.5 1.61 (α) 1H d (J = 13.6 Hz) 4', 6', 10'
2.21 (β) 1H d (J = 13.6 Hz) 8, 9, 2', 4', 5', 6' H-7β, H-7', H-10'
13 23.8 1.42 3H s 1, 5, 9, 10  H-1, H-7β, H-9
14 23.0 1.46 3H s 4, 5, 15
15 30.0 1.34 3H s 4, 5, 14  H-5, H-6α
1' 68.7 4.76 (α) 1H d (J = 9.6 Hz) 7', 8' H-9'
4.48 (β) 1H d (J = 9.6 Hz) H-6α, H-7α
2' 57.0
3' 57.0
4' 211.2
5' 65.2
6' 197.8
7' 47.7 4.13 1H s 6', 8' H-12β
8' 168.1
9' 16.4 1.01 3H s 11, 2', 3', 4' H-11α, H-1'α
10' 12.2 1.05 3H s 12, 4', 5', 6' H-12β
1H
 
1H NMR: 500 MHz, 13C NMR: 125 MHz (in acetone-d6) 
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Table 4-10. NMR data for andilesin A (22) 
 
5
10
6
7
1'
9
13
2'
1211
7'
6'
5'4'
H
9' O
3' OH
10'
H
8
O 8' O
12
3 O 4
O
14 15  
 
13C
position δ (ppm) δ (ppm) intensitiy multiplicity HMBC correlation COSY correlation NOESY correlation
1 149.6 5.77 1H d (J = 12.5 Hz) 2, 3, 10, 13 H-2 H-2, H-9, H-13
2 119.5 5.89 1H d (J = 12.5 Hz) 1, 3, 10 H-1 H-1
3 166.4
4 83.5
5 42.2 1.66 1H dd (J = 13.0, 6.2 Hz) 4, 9, 10, 13 H-6α, H-6β H-6α, H-11α, H-15, H-1'α, H-1'β
6 22.8 1.87 (α) 1H m 7 H-5, H-7α, H-7β H-5, H-15, H-1'β
1.76 (β) 1H m H-5, H-7α, H-7β
7 25.0 1.93 (α) 1H dd (J = 14.2, 9.6 Hz) 5, 6, 8, 9 H-6α, H-6β H-7'
1.76 (β) 1H m H-6α, H-6β H-12β, H-13
8 45.5
9 55.9 1.50 1H dd (J = 10.8, 2.8 Hz) H-11α, H-11β H-13
10 43.8
11 39.4 1.15 (α) 1H t (J = 13.6 Hz) H-9 H-5
1.75 (β) 1H dd (J = 13.6, 7.9 Hz) 8, 10, 2', 4' H-9
12 50.7 1.13 (α) 1H d (J = 14.2 Hz) 6' H-10'
1.49 (β) 1H d (J = 14.2 Hz) 9, 4' 6' H-7β, H-7', H-10'
13 23.5 1.30 3H s 1, 5, 9, 10 H-9, H-14
14 24.4 1.45 3H s 4, 5, 15 H-13
15 30.2 1.35 3H s 4, 5, 14  H-5, H-6α
1' 69.2 4.23 (α) 1H d (J = 9.6 Hz) 7', 8' H-5, H-9'
4.12 (β) 1H d (J = 9.6 Hz) 8, 8' H-5, H-6α, H-7'
2' 56.7
3' 55.2
4' 215.1
5' 49.1
6' 71.9 4.07 1H d (J = 7.4 Hz) 2', 4', 5', 10' H-7' H-12β, H-7', H-10'
7' 41.0 2.93 1H d (J = 6.8 Hz) 6', 8' H-6' H-7α, H-12β, H-1'β, H-6'
8' 174.6
9' 16.0 1.14 3H s 11, 2', 3', 4' H-1'α
10' 16.8 1.13 3H s 12, 4', 5', 6' H-12α, H-12β, H-6'
OH 3.24 1H s 5', 6'
1H
 
1H NMR: 500 MHz, 13C NMR: 125 MHz (in CDCl3) 
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4-5. AndAのin vitroアッセイ 
 A. oryzaeを用いた in vivoの試験の結果、ジオキシゲナーゼ AndAが二段階の反応ならびに
特異な架橋構造の形成を担うものと考えられた。本酵素が一連の反応を単独で触媒するか否
かを明らかにするとともに、より詳細な酵素機能の解明を目指して、精製酵素を用いた in vitro
の試験を実施することとした。AndAを大腸菌にて Hisタグ融合型のタンパク質として大量発
現後、Ni-NTAアフィニティーカラムにて精製し、さらに濃縮したのちに酵素反応に供した。 
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Figure 4-10. HPLC profiles of the products of in vitro enzymatic reactions of AndA with (i–vi) 30 or 
(vii, viii) 31: (i) without AndA; (ii) without α-KG; (iii) without ascorbate; (iv) with EDTA; (v) without 
exogenous Fe(II); (vi) complete reaction with 30; (vii) without AndA; (viii) complete reaction with 31; 
(ix) authentic standard of 32. The chromatograms were monitored at 210 nm. 
 AndA は、第 3 章で述べた AusE と同じく、PhyH 様のジオキシゲナーゼであると考えられ
た。そこで酵素反応は、FeSO4、α-KG、preandiloid B（30）、さらに鉄の酸化数を調節する目
的でアスコルビン酸を加えた条件下にて実施することとした。その結果、30はほぼ全て消費
され、生成物として 32が得られることが判明した（Figure 4-10、レーン vi）。さらに、AndA
は 31も基質として受容し、32を与えることが明らかとなった（Figure 4-10、レーン viii）。こ
のことから、AndA は単独で、30 の脱水素化のみならず、非常に奇異な転位反応を引き起こ
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し 32のビシクロ[2.2.2]オクタン骨格を形成することが確認された。本酵素反応は、AusEの場
合と同様に FeSO4非添加の条件下でも進行したが、1 mM EDTAの存在下あるいは α-KG非添
加の条件においては進行しなかった（Figure 4-10、レーン ii、ivおよび v）。興味深いことに、
本反応はアスコルビン酸非添加の条件においても、ほとんど進行しないことが明らかとなっ
た（Figure 4-10、レーン iii）。通常、PhyH 様ジオキシゲナーゼの反応にアスコルビン酸の添
加は必須ではないが、同様にアスコルビン酸を要求するジオキシゲナーゼとして、
verruculogen 生合成に関わる FtmF/FtmOx1 と呼ばれる酵素が知られている 123, 124。本酵素は
fumitremorgin Bを基質として、エンドペルオキシドの構築を担う酵素である。本反応におい
ては、酵素反応により生じた生成物ラジカルならびに酵素活性部位の三価鉄の還元にアスコ
ルビン酸が必要になるとされている（Figure 4-11）。31から 32に至る反応は、酸化酵素によ
って触媒される反応であるにも関わらず、分子量の変化しない異性化反応であることを考慮
すると、FtmF/FtmOx1の場合と同様に、AndAの反応においても酵素反応の結果、生成物ラジ
カルが生じ、その還元のためにアスコルビン酸が要求されると考えることができる。 
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Figure 4-11. Endoperoxide forming reaction catalyzed by FtmF/FtmOx1. 
 
4-6. 生合成後期段階の解明 
 化合物 29を用いた生物変換実験において、アセチル基転移酵素をコードする andGを欠い
た状態では anditomin（21）ではなく andilesin A（22）が生成したこと、加えて、andFならび
に andHの 2つの遺伝子が 22 の生合成に関与していなかったことを踏まえると、andGが 21
の生合成に関与しないとした当初の仮説は誤りであり、実際には生合成において重要な役割
を果たしているものと推察された。この新たな仮説が正しいとすれば、AndGは 22 を基質と
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するものと考えられる。AndG はアセチル基転移酵素であり、22 の分子構造中でアセチル化
を受けうるのは C-6’位の水酸基のみであることから、AndG はこの位置にアセチル基を付加
する酵素であると推定できる。これまでに、このようなアセチル化を受けた andilesin 誘導体
は単離されていないこと、また、22は andilesin B（23）の直接の生合成前駆体と予想されて
いることを考慮すると、AndG により生じたアセチル化体は非酵素的な脱酢酸反応を経て 23
へと変換されると予想された（Figure 4-12）。 
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Figure 4-12. Proposed function of AndG. 
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Figure 4-13. Late-stage biosynthesis of anditomin (21). (A) HPLC profiles of culture supernatant 
extracts from transformants harboring (i) andM+K+D+E+B+C+A+J+I; (ii) andM+K+D+E+B+C+A+J 
+I+G; (iii) andM+K+D+E+B+C+A+J+I+G+H. (B) Structures of compounds 22-34 and 28’. The 
chromatograms were monitored at 210 nm. 
 上記の予想生合成反応を検証すべく、andGを 22の生産能を有する A. oryzae形質転換体に
導入し、その代謝物を分析したところ、新たに化合物 23が得られた（Figure 4-13、レーン ii）。
単離精製後、23は andilesin B 112であると同定された（Table 4-11）。より詳細に AndGの触媒
する反応に関する知見を得るべく、次いで大腸菌より精製した組み替えタンパク質を用いた
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in vitroのアッセイを行った。その結果、AndGならびに acetyl-CoAの存在下においてのみ反
応が進行し、23 を与えることが判明した（Figure 4-14）。さらに、22 をピリジンと無水酢酸
にてアセチル化したところ、やはり 23が生じた（Figure 4-15）。以上より、AndGの生成物は
acetylandilesin A であり、本化合物は自発的に、また効率的に脱酢酸を経て 23 へと変換され
ると言える。 
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Figure 4-14. (A) HPLC profiles of the products of in vitro enzymatic reactions of AndG: (i) without 
AndG; (ii) without acetyl coenzyme A; (iii) complete reaction; (iv) authentic standard of 23. (B) 
Structures of compounds 22 and 23. The chromatograms were monitored at 210 nm. 
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Figure 4-15. HPLC profiles of the products of acetylation of 22 with acetic anhydride and pyridine: (i) 
before the reaction; (ii) after the reaction; (iii) authentic standard of 23. The chromatograms were 
monitored at 210 nm. 
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Table 4-11. NMR data for andilesin B (23) 
 
5
10
6
7
1'
9
13
2'
1211
7'
6'
5'4'
H
9' O
3'
10'
H
8
O 8' O
12
3 O 4
O
14 15  
 
13C
position δ (ppm) δ (ppm) intensitiy multiplicity HMBC correlation COSY correlation NOESY correlation
1 149.5 5.79 1H d (J = 13.0 Hz) 2, 3, 5, 9, 13 H-2 H-2, H-9, H-13
2 119.8 5.92 1H d (J = 12.5 Hz) 1, 3, 10 H-1 H-1
3 166.3
4 83.6
5 42.7 1.73 1H dd (J = 13.0, 6.2 Hz) 4, 10, 14 H-6α, H-6β H-11α, H-15
6 23.1 2.00 (α) 1H ddt (J = 14.2, 10.8, 6.8 Hz) 7, 10 H-5, H-7α, H-7β  H-15, H-1'β
1.54 (β) 1H m H-5, H-7α, H-7β H-9, H-14
7 28.3 1.72 (α) 1H m 6, 8, 12, 2' H-6α, H-6β H-1'β
1.83 (β) 1H ddd (J = 16.4, 11.3, 6.8 Hz) 6, 8, 12, 2' H-6α, H-6β H-13
8 47.3
9 57.7 1.62 1H dd (J = 13.0, 8.0 Hz) 5, 11, 13, 3' H-11α, H-11β H-1, H-13
10 43.8
11 37.0 1.04 (α) 1H dd (J = 15.3, 13.0 Hz) 8, 9, 10, 2', 4', 9' H-9 H-5, H-9', H-1'α
1.63 (β) 1H dd (J = 13.0, 8.0 Hz) 8, 10, 2', 4' H-9
12 57.6 1.55 (α) 1H d (J = 11.9 Hz) 8, 9, 2', 5', 6', 10'
1.45 (β) 1H d (J = 11.9 Hz) 7, 8, 9, 4', 5', 6' H-6', H-10'
13 23.7 1.33 3H s 1, 5, 9, 10 H-1, H-7β, H-9
14 22.5 1.47 3H s 4, 5, 15 H-6β
15 30.3 1.39 3H s 4, 5, 14 H-6α
1' 68.7 4.44 (α) 1H d (J = 10.8 Hz) 8, 2', 3', 7', 8' H-11α, H-9'
4.48 (β) 1H d (J = 10.8 Hz) 8, 2', 3', 8' H-6α, H-7α
2' 60.1
3' 53.3
4' 213.8
5' 51.5
6' 143.5 7.13 1H s 2', 5', 8, 10' H-12β, H-10'
7' 133.5
8' 166.8
9' 16.5 0.96 3H s 11, 2', 3', 4' H-1'α, H-11α
10' 17.0 1.32 3H s 12, 4', 5', 6' H-12β, H-6'
1H
 
1H NMR: 500 MHz, 13C NMR: 125 MHz (in CDCl3) 
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 AndGにより生じた 23が最終産物である anditomin（21）へと変換される過程に、機能未知
の 2つの酵素 AndFおよび AndHが関わるとすれば、まず 23が SDRである AndHにより還元
されて andilesin C（24）となったのち、ジオキシゲナーゼ AndFによる酸化的転位反応によっ
て 21が生合成されると推測できる。本経路を証明すべく、andHを含む 11遺伝子発現系を構
築したところ、期待通りに新規生成物 24 が得られ（Figure 4-13、レーン iii）、単離精製後、
本化合物は andilesin C 112であると同定された（Table 4-12）。しかしながら、ここに andFを加
えた 12遺伝子発現系は何らかの理由により構築できず、in vivoの系で AndFの機能解析はで
きなかった。そこで AndFの機能は、精製酵素を用いた in vitroの試験により証明することと
した。AndFは AndAや AusEと同じく PhyH様のジオキシゲナーゼであることから、AndAの
場合と同様の条件で酵素反応を実施した。その結果、AndFによって 24が 21へと変換される
ことが判明し（Figure 4-16、レーン viおよび vii）、AndFが anditomin生合成の最終段階を担
う酵素であることが明らかとなった。なお、21については E. variecolorの培養液から単離精
製したものを標品として用いた（Table 4-13）。また AndFは、二価鉄、EDTA、α-KG、アスコ
ルビン酸に対して AndAと同様の依存性を示した（Figure 4-16、レーン iから iv）。 
22.512.5 17.5
Time (min)
i)
ii)
iii)
iv)
v)
vi)
vii)
24
24
24
24
24
21
21
21
(A)
(B)
w/o AndF
w/o Fe2+
w/ EDTA
complete reaction 
authentic 21
w/o αKG
w/o ascorbate
H
H
O O
H
O
O
O
H
21
H
O
O OO
O
H
H
24  
Figure 4-16. (A) HPLC profiles of the products of in vitro enzymatic reactions of AndF: (i) without 
AndF; (ii) without α-KG; (iii) without ascorbate; (iv) with EDTA; (v) without exogenous Fe(II); (vi) 
complete reaction; (vii) authentic standard of 21. (B) Structures of compounds 24 and 21. The 
chromatograms were monitored at 210 nm. 
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Table 4-12. NMR data for andilesin C (24) 
 
5
10
6
7
1'
9
13
2'
1211
7'
6'
5'4'
H
9' O
3'
10'
H
8
O 8' O
12
3 O 4
O
14 15  
 
13C
position δ (ppm) δ (ppm) intensitiy multiplicity HMBC correlation COSY correlation NOESY correlation
1 149.7 5.78 1H d (J = 12.5 Hz) 2, 3, 5, 9, 13 H-2 H-2, H-9, H-11β, H-13
2 119.5 5.91 1H d (J = 13.0 Hz) 1, 3, 10 H-1 H-1
3 166.4
4 83.6
5 42.2 1.67 1H dd (J = 13.6, 6.2 Hz) 4, 10, 13 H-6α, H-6β H-6α, H-15,H-1'α, H-1'β
6 22.8 1.86 (α) 1H m 7 H-5, H-7α, H-7β H-5, H-15, H-1'β
1.54 (β) 1H m 4, 5, 7 H-5, H-7α, H-7β H-13
7 24.7 2.01 (α) 1H m 5, 6, 8, 9 H-6α, H-6β H-1'β, H-7'
1.79 (β) 1H m 5, 9 H-6α, H-6β H-13
8 45.3
9 56.5 1.47 1H dd (J = 10.2, 8.5 Hz) 8, 11, 12, 13 H-11α, H-11β H-1, H-11β, H-12α, H-13
10 43.8
11 38.7 1.16 (α) 1H dd (J = 12.5, 10.8 Hz) 10, 3', 4', 9' H-9 H-1'α
1.70 (β) 1H dd (J = 12.5, 7.9 Hz) 8, 9, 2', 4' H-9 H-1
12 52.7 1.21 (α) 1H dd (J = 13.0, 2.3 Hz) 8, 9, 2', 5', 6', 10' H-6'α H-9, H-10'
1.61 (β) 1H d (J = 13.0 Hz) 7, 8, 9, 2', 4', 5', 6' H-6'β, H-7', H-10'
13 23.5 1.31 3H s 1, 5, 9, 10 H-1, H-6β, H-7β, H-9
14 22.5 1.46 3H s 4, 5, 15
15 30.2 1.37 3H s 4, 5, 14 H-5, H-6α
1' 69.3 4.23 (α) 1H d (J = 9.6 Hz) 3', 7', 8' H-5, H-11α, H-9'
4.13 (β) 1H d (J = 9.6 Hz) 8, 3' H-5, H-6α, H-7α, H-7'
2' 56.8
3' 55.0
4' 216.8
5' 43.1
6' 32.2 1.77 (α) 1H ddd (J = 14.1, 9.1, 2.3 Hz) 12, 4', 7', 8' H-12α, H-7' H-9', H-10'
1.93 (β) 1H dd (J = 14.1, 10.8 Hz) 12, 2', 4', 5', 7', 10' H-7' H-12β, H-7', H-10'
7' 35.5 2.83 1H dd (J = 10.8, 9.1 Hz) 8, 4', 6', 8' H-6'α, H-6'β H-7α, H-12β, H-1'β, H-6'β
8' 176.4
9' 16.8 1.10 3H s 11, 2', 3', 4' H-1'α, H-6'α
10' 19.5 1.02 3H s 12, 4', 5', 6' H-12α, H-12β, H-6'α, H-6'β
1H
 
1H NMR: 500 MHz, 13C NMR: 125 MHz (in CDCl3) 
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Table 4-13. NMR data for anditomin (21) 
 
5
10 1'
7
9
13
H
6H
2'
4'
11 7'
8
O 8' O
6'
3'
9'
5'
H
O 10'
1212
3 O 4
14 15
O
H
Hb
Ha
 
 
13C
position δ (ppm) δ (ppm) intensitiy multiplicity HMBC correlation COSY correlation NOESY correlation
1 147.5 5.87 1H d (J = 13.0 Hz) 2, 3, 5 H-2 H-2, H-9, H-11, H-13
2 120.1 5.99 1H d (J = 13.0 Hz) 1, 10 H-1 H-1
3 166.0
4 83.6
5 44.5 2.13 1H dd (J = 13.6, 6.2 Hz) 4, 6, 10, 13, 14 H-6α, H-6β H-6α, H-15, H-1'α
6 21.0 1.74 (α) 1H m H-5, H-7α, H-7β H-5, H-15
1.54 (β) 1H m H-5, H-7α, H-7β H-13
7 25.8 2.01 (α) 1H brd (J = 15.3 Hz) 6, 8, 2' H-6α, H-6β H-1'β
1.84 (β) 1H ddd (J = 15.3, 10.7, 7.9 Hz) 6, 2' H-6α, H-6β H-13
8 47.8
9 61.5 1.60 1H brs 1, 5, 12, 13, 2', 4' H-11 H-1, H-11, H-12α, H-13
10 42.6
11 64.1 3.39 1H brs 8, 10, 2', 3', 4', 9' H-9 H-1, H-9, H-13, H-9'b
12 49.9 1.39 (α) 1H d (J = 13.0 Hz) 7, 8, 9, 2', 6' H-9, H-10'
2.00 (β) 1H d (J = 13.0 Hz) 7, 8, 9, 5', 6' H-1'β, H-7', H-10'
13 26.0 1.29 3H s 1, 5, 9, 10 H-1, H-6β, H-7β, H-9, H-11, H-14
14 23.2 1.46 3H s 4, 5, 15 H-13
15 30.7 1.37 3H s 4, 5, 14 H-5, H-6α, H-1'α
1' 75.6 4.55 (α) 1H d (J = 8.5 Hz) 2', 3', 7', 8' H-5, H-15, H-9'a
4.48 (β) 1H d (J = 8.5 Hz)  3' H-7α, H-7'
2' 54.1
3' 147.9
4' 208.0
5' 44.5
6' 30.4 1.71 2H m 12, 2', 4', 7', 10' H-7'
7' 43.2 3.02 1H dd (J = 10.8, 9.1 Hz) 8, 2', 3', 6', 8' H-6' H-12β, H-1'β
8' 173.9
9' 111.6 5.16 (a) 1H brs 11, 2' H-1'α
5,14 (b) 1H brs 11, 2' H-11
10' 23.7 1.13 3H s 12, 4', 5', 6' H-12α, H-12β
1H
 
1H NMR: 500 MHz, 13C NMR: 125 MHz (in CDCl3) 
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4-7. 考察 
 第 4章においては、anditomin生合成遺伝子クラスターを同定するとともに、その全生合成
経路を in vivoまたは in vitroでの生合成再構成により明らかにした（Scheme 4-1）。これまで
に報告されてきた terretonin、austinol、andrasitin Aなどの DMOA由来メロテルペノイドの生
合成においては、DMOA（9）はプレニル基転移酵素によって直接ファルネシル化を受けるの
に対して 56、anditomin生合成においては P450と加水分解酵素のキメラ酵素である AndKが 9
をフタリド誘導体へと変換し 26 を与えた後にファルネシル化される点で興味深い。DMOA
由来メロテルペノイドは糸状菌由来メロテルペノイドの中でも、とりわけ構造多様性に富む
化合物群であることから 29、AndKの同定ならびに機能解明は、糸状菌が生合成経路を多様化
させてきたプロセスを理解する上で重要な発見であると言える。 
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Scheme 4-1. Complete biosynthetic pathway of anditomin (21). 
 AndBによって触媒されるテルペン環化反応もまた、本生合成経路における特徴的な反応の
一つである。本酵素が当初の予想に反し、五環性の分子骨格を有する preandiloid A（29）を
生成物として与えたことから、旧来提唱されてきた Diels-Alder反応の生合成への関与が否定
された。興味深いことに、AndBのアミノ酸配列をクエリーに BLAST検索を実施したところ、
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本酵素はインドールジテルペン aflatremの生合成に関与するAtmB 125と最も高い同一性（47%）
を示すことが明らかとなった（Figure 4-17）。一方で、既知の DMOA 由来メロテルペノイド
生合成に関わるテルペン環化酵素 Trt1 56、AusL 55、AdrI との配列同一性は約 30%であり、比
較的低いことが判明した。 
N
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N
H
H
OH
H N
H
H
O
H
OH
N
H
H
OH
H O
H+
AtmB

paspalineemindole SB 
AtmB

  
Figure 4-17. Predicted reactions catalyzed by AtmB. 
 ここで、化合物 29のテルペノイド部位の絶対立体配置について andilesin Aの絶対構造を基
にして考えると、3S, 5R, 8S, 9S, 10Sであると演繹的に決定できる（Scheme 4-1）。しかしなが
ら、terretonin、austinol、andrastin A生合成における環化中間体の立体配置は 3R, 5S, 8S, 9S, 10R
であることから 56、AndBによる環化産物の立体配置とは異なっている。このような立体配置
の違いを生み出す要因としては二点挙げられる（Figure 4-18）。第一に、基質のエポキシドの
立体化学の違いが考えられる。AndBの基質と考えられる epoxyfarnesyl- DHDMP（8）は単離
されておらず、その立体化学を示す直接的な根拠は得られていないが、環化産物の立体化学
を踏まえると 8は (S)-epoxideを有すると推定される。他方、Trt1、AusL、AdrIの共通の基質
と考えられる epoxyfarnesyl-DMOA methyl esterのエポキシドは R配置であると予想される 56。
したがって、それぞれの経路において、異なる立体選択性でエポキシドを導入する酵素が関
与することで閉環産物の立体化学に影響を及ぼすものと推定される。第二に、AndBによる環
化反応においては、epoxyfarnesyl基が chair-boatのコンフォメーションに折り畳まれて反応が
進行する一方で、他の酵素による反応では chair-chair のコンフォメーションを経て閉環する
ものと推定される。これらの相違点を踏まえると、AndB が他の Trt1、AusL、AdrI といった
テルペン環化酵素と高い配列同一性を示さないことも説明できよう。なお、29と類似した炭
素骨格を有する tropolactone D 42のテルペノイド部位は、29と同じく 5R, 8S, 9S, 10Sであると
決定されているが、C-3’位（tropolactone Dにおける C-12位）のメチル基の立体化学のみ反転
している。この位置はプレニル基転移酵素によりファルネシル基が付加するところであるこ
とから、tropolactone D生合成においては AndDとは異なる立体選択性を有するプレニル基転
移酵素ならびに AndB と類似したテルペン環化酵素が関与するものと推察される（Figure 
4-19）。 
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Figure 4-18. Comparison of the reaction catalyzed by (A) AndB with those by (B) other terpene 
cyclases involved in the DMOA-meroterpenoid pathways. 
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Figure 4-19. Proposed reaction mechanism of the terpene cyclase involved in the biosynthesis of 
tropolactone D. 
 Anditomin生合成における最も興味深い反応は、おそらく多機能型ジオキシゲナーゼ AndA
による bicyclo[2.2.2]octane骨格の構築であろう。AndAも第 3章で述べた AusEと同様に、鉄
原子の結合部位が保存されており（His135、Asp137、His213）、ここに配位した鉄原子が反応
の中心的役割を果たすものと考えられる。さらに、AndAと同じくアスコルビン酸要求性のジ
オキシゲナーゼ FtmF/FtmOx1の推定反応機構（Figure 4-11） 123, 124を踏まえると、AndAによ
る preandiloid C（31）から andiconin（32）への変換のメカニズムは以下のように推定される
（Scheme 4-2）。すなわち、まず α-KGおよび分子酸素が活性部位に結合した後、α-KGの酸化
 92 
的脱炭酸により活性種である鉄(IV)-オキソ中間体が生成する。この活性種により基質 31 の
12 位の水素原子が引き抜かれラジカル種 34 を生じた後、炭素-酸素結合の開裂を経て 35 を
与える。ここで、5’位のラジカルは 2 つのカルボニル基と隣接していることから、求電子的
ラジカルとして振る舞うと考えられ、これが電子豊富なオレフィンと C-12位で反応すること
で 36を生じる。次いで、C-8位の求核的ラジカルがカルボニルと共役した電子不足二重結合
と C-2’位で結合を形成することで、生成物ラジカル 37 を与える。最終的に、還元剤が 37 お
よび活性部位の Fe(III)を還元することで、反応が終結すると推定される。 
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Scheme 4-2. Proposed reaction mechanism for the rearrangement catalyzed by AndA. 
 興味深いことに、Aspergillus insuetusより単離された insuetolide類は andilesin類と非常に類
似した構造を有するが、C-8 位と C-2’位の間に 1 つの酸素原子が挿入されている点のみで異
なっている 126。これらの構造類似性を考慮すると、insuetolide類は anditomin生合成と同様の
経路を経て合成されるものと予想される。ただし、anditomin 生合成と同じく 32 が生成した
後に酸素原子が挿入されるとは考えにくいことから、insuetolide類の特徴的な構造は AndAに
よる反応と類似のプロセスを経て合成されるものと推定した。予想反応中間体 36が生じた後
に、炭素-炭素結合形成の代わりに、ヒドロキシルラジカルが結合することで酵素反応が終結
すれば、C-8 位に水酸基を有する化合物が得られる。本化合物の C-2’位は求電子的であるこ
とから、C-8位の水酸基が C-2’位を求核攻撃することで、insuetolide類に共通の架橋構造を与
えるものと予想できる（Figure 4-20）。この推定反応機構は、AndA による反応の中間体とし
て 36 が存在していることや Scheme 4-2 に示した反応機構全体が正しいことを支持するもの
である。 
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Figure 4-20. (A) Chemical structures of insuetolides and (B) plausible reaction mechanisms for the 
formation of insuetolides scaffold. 
 AndA の発見により、当初予想された Diels-Alder 反応は実際には生合成に関与しないこと
が明らかとなったが、興味深いことに、合成化学的に Diels-Alder反応を用いて andilesin類の
有する bicyclo[2.2.2]octane 骨格を構築する試みはすでになされている 127。ここでは、当初予
想された生合成中間体のアナログを Diels-Alder反応に供することで、実際に架橋構造が形成
されることが明らかになっている（Figure 4-21）。しかしながら、本反応は高温（>80 °C）な
らびに長時間（5日間）を要する上に、望まぬ立体異性体をも生成する。一方で、AndAによ
るラジカル反応は、より速く、また温和な条件下で、正確な立体選択性を以て進行する点で
興味深い。したがって、AndAが如何に本反応を正確に触媒するかについて、今後のさらなる
解明が待たれるが、AndAはあくまで C-12位にラジカルを生じさせることのみを担っており、
その後の骨格再構築は、特異な分子構造に起因して自発的に進行する反応であるのかもしれ
ない。 
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Figure 4-21. Biomimetic synthesis of bicyclo[2.2.2]octane system by [4+2]-cycloaddition. 
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 Anditomin生合成の最終段階を担うジオキシゲナーゼ AndFもまた、構造複雑化に大きく寄
与する酵素である。AndFはAndAと同じく PhyH様のジオキシゲナーゼであることから、AndF
による反応も水素原子の引き抜きにより開始するものと考えられる。これまでに提唱されて
きた反応機構においては 29、まず C-11位にカチオンが生じると予想されていたことを踏まえ、 
AndFによる反応機構を以下のように推定した（Scheme 4-3）。基質 24 の 11位の水素原子が
引き抜かれラジカルを生じた後、水酸化を受け、2価鉄に結合した中間体 38を与える。さら
に、この水酸基の脱離に伴う転位反応、C-9’位からの脱プロトン化により反応生成物 21の骨
格を生じるものと予想できる。ただし、本反応機構は外因性の還元剤を要求しないことから、
本反応におけるアスコルビン酸の役割は未だ不明である。一つの可能性としては、酵素自身
の酸化状態の維持に利用されていることが考えられる。 
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3) - CO2
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Scheme 4-3. Proposed reaction mechanism for the transformation catalyzed by AndF. 
 加えて、アセチル基転位酵素による andilesin A（21）から andilesin B（22）への変換反応も
anditomin生合成における興味深い点の一つである。本反応においては、アセチル化によって
水酸基の脱離能が向上することで、自発的な二重結合形成が誘起されるものと推定される。
Agglomerinや quartromicinの生合成においても、それぞれ同様にアセチル基転移酵素 Agg4お
よび QmnD3による水酸基のアセチル化の後に、脱酢酸反応によって二重結合が形成されるこ
とが知られているが、本反応においては脱酢酸反応に別の酵素（Agg5 または QmnD4）が必
要になる点で、AndG の関わる反応とは異なる（Figure 4-22） 128, 129。植物のイソキノリンア
ルカロイド生合成における salutaridinol-7-O-acetyltransferase（SalAT）は salutaridinolをアセチ
ル化する酵素であるが、本生成物は自発的な脱酢酸反応を経て thebaine へと変換されること
が知られている（Figure 4-23） 130。しかしながら、本反応は特異的な酵素の存在下で促進さ
れることが示唆されている 131。以上のことを踏まえると、AndG の関与する二重結合形成反
応は、天然物生合成反応においては非常に稀有な例であるとともに、他の生合成経路におい
ても同様の脱水反応が存在することを示唆するものであると言える。 
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Figure 4-22. Acetyltransferase-mediated dehydration reactions involved in the agglomericin and the 
quartromicin pathways. 
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Figure 4-23. Formation of thebaine by SalAT in the biosynthesis of plant isoquinoline alkaloids. 
 最後に、本研究においては、anditominの全生合成経路を分子レベルで明らかにすることに
成功した。すでに述べてきたように、遺伝子破壊実験は天然物の生合成研究における強力な
研究手法であるが、一方で austinolの例に代表されるように、期待される生合成中間体が一切
蓄積しないこともあるため 55、全生合成経路の解明が達成されないことも少なくない。本研
究では、第 3 章とは異なり、遺伝子破壊実験の結果を一切用いることなく、全生合成経路を
解明することができた。このことは、A. oryzaeを用いた異種発現系構築が、糸状菌由来天然
物の生合成研究における極めて有効な手法であることを如実に示すものであると考える。 
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第 5章 総括 
 
 本研究では糸状菌の産生する DMOA由来メロテルペノイド化合物に着目し、その生合成分
子基盤を主にAspergillus oryzaeを用いた異種発現系構築により明らかにすることを目指した。
その結果として、andrastin A、austinol、anditominの 3つの化合物の全生合成経路を解明する
とともに、これらの生合成に関与する興味深い酵素の発見やその機能解析に成功した。 
 第 2 章では、テルペン環化酵素 AdrI の機能解析を行い、本酵素が Trt1 や AusL と同様に
epoxyfarnesyl-DMOA methyl ester を基質とする一方で両酵素とは異なる生成物を与えること
を見出した。テルペン環化酵素による閉環反応はメロテルペノイド生合成における分岐点の
ひとつであり、AdrIの発見は生合成経路の多様化を理解する上で重要な発見であると考える。
これまでに単離されているメロテルペノイドの構造を踏まえると、epoxyfarnesyl-DMOA 
methyl esterの閉環産物は preterretonin A（Trt1）、protoaustinoid A（AusL）、andrastin E（AdrI）
の 3つに集約されると考えられる。したがって、epoxyfarnesyl-DMOA methyl esterを基質とす
る全ての環化酵素の取得に成功したと言える。加えて、これらの環化中間体はいずれも多様
なメロテルペノイドの生合成前駆体であると予想されることから、すでに構築されたこれら
環化産物の異種生産システムは他のメロテルペノイド生合成研究における基盤としても応用
可能である。 
 第 3章では、austinol生合成における未解明経路に着目し、3つの酸化酵素の機能解析を行
った。その過程で、ジオキシゲナーゼ AusEが多段階の酸化反応を担うとともに、スピロ環形
成をも触媒することを見出した。同様に、第 4 章においても、2 つのジオキシゲナーゼの機
能解明に成功し、AndA が非常に特異な骨格変換反応により andilesin 類に特徴的な架橋構造
を形成すること、AndF も特徴的な酸化的転位反応により anditomin の分子骨格を与えること
が判明した。これらのうち、とりわけ AndA の関与する反応は興味深く、当初予想された
Diels-Alder反応ではなく、全く異なる反応を経て bicyclo[2.2.2]octane骨格を与えることが明ら
かとなった。本反応の基質構造や架橋構造形成に至るプロセスは、おそらく誰もが想像し得
なかったものであろう。これら 3 つのジオキシゲナーゼは互いに相同であるのみならず、す
でによく研究のなされてきた酵素に対しても配列類似性を示す。すなわち、アミノ酸配列や
反応開始機構の上では、普遍的な酵素であると言え、その配列情報から反応の特殊性を予測
することは困難である。また、実際に酵素自身がどの程度、転位反応に関与しているかも明
らかではない。おそらく、特異な構造を有する基質に対して、位置選択的に作用する酵素が
存在することで、非常にユニークな反応が生み出されるものと考えている。合成化学の進歩
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により、非常に複雑な骨格を有する天然物の全合成も可能になってきているが、一方で、本
研究が示すように自然界の合成戦略はいまだに我々人類の想像を凌駕することも少なくはな
く、引き続き特異な構造を有する化合物の生合成経路を明らかにしていくことで、さらに興
味深い反応が発見されるものと期待される。 
 本研究で取り上げた 3 つのメロテルペノイド化合物のみならず、当研究室においては最近
terretoninの全生合成経路も明らかにしている 132。すなわち、DMOA由来メロテルペノイドの
うち、4 つの化合物の生合成分子基盤がすでに解明されたことになる。しかしながら、本化
合物群の構造多様性を踏まえると、これらの生合成に関与する未同定の生合成遺伝子クラス
ターも多数存在するとともに広く分布しているはずである。最近では、ゲノムシーケンス解
析のコストが年々減少していることや、現在1000 Fungal Genomes Project」と銘打ったプロ
ジェクトが進行中であることと相俟って、続々と新たな糸状菌のゲノム情報が公開されてい
る状況にある。これらすでに公開されたゲノム中に DMOA由来メロテルペノイドの生合成に
関与すると推定される遺伝子クラスターを探索したところ、新たに 5 つの糸状菌種に当該遺
伝子クラスターを見出すことができた（2015年 2月現在）。これらのうち、Penicillium roqueforti 
FM164、Penicillium expansum ATCC 24692、Penicillium fellutanum ATCC 48694 の 3 菌株は
andrastin A生合成遺伝子クラスター（adrクラスター）と高度に類似したクラスターを有する
（Figure 5-1）。P. roquefortii由来のクラスターはとりわけ adrクラスターとの類似度が高く、
遺伝子の配置が同一であるのみならず、これらの遺伝子産物は互いに 90％程度の同一性を示
している。P. roquefortiiは andrastin Aの生産者であることから 133、本クラスターは andrastin A
生合成遺伝子クラスターであると考えられる。P. expansum由来のクラスターも adrクラスタ
ーと遺伝子の配置の点で類似しているが、興味深いことに推定ペルオキシダーゼ（PO）遺伝
子を 2つ、推定ガラクトースオキシダーゼ（GO）遺伝子を 1つ有しており、andrastin Aがさ
らに酸化を受けた化合物生合成への関与が期待される。このような化合物としては、
citreohybridone類 88-90や citreohybriddione類 91, 93などが挙げられ（Figure 5-2）、本クラスターは
これらの生合成遺伝子群であるかもしれない。また、P. fellutanum由来のクラスターには、同
様に推定ペルオキシダーゼ遺伝子と推定ガラクトースオキシダーゼ遺伝子が 1 つずつ含まれ
ているのに加え、P450遺伝子が合計 2つ含まれている。一方で、本クラスターには adrクラ
スターが有する adrF、adrE、adrJ遺伝子のホモログは見られないことから、本クラスターに
よって合成される化合物は 3 位の水酸基の立体反転や引き続くアセチル化を受けないものと
推察される。この条件を満たす天然物としては atlantinone 94が知られており（Figure 5-2）、本
クラスターは atlantinoneやその類縁体の生合成遺伝子クラスターである可能性が高い。今後、
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これらクラスターの機能解析がなされ、DMOA由来メロテルペノイドの構造多様性が生まれ
る分子基盤の解明がさらに進むことを期待したい。 
Putative biosynthetic gene cluster for andrastin A from Penicillium roqueforti FM164
ca. 29.6 kb
P450 ABC transporter PKS KR SDR PT FMO TC AcT MT
Uncharacterized cluster from Penicillium expansum ATCC 24692
ca. 42.6 kb
P450 ABC transporter PKS KR SDR PT FMO TC AcT MTPO POGO
Uncharacterized cluster from Penicillium fellutanum ATCC 48694
ca. 29.8 kb
P450PKS PTFMOTCMT PO GOP450
ca. 30.4 kb
The adr cluster from Penicillium chrysogenum Wisconsin 54-1255
P450 ABC transporter
A B C D E F G H I J K
PKS KR SDR PT FMO TC AcT MT
 
Figure 5-1. Uncharacterized gene clusters similar to the adr cluster found in publicly available 
genome sequences. 
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Figure 5-2. Natural products analogous to andrastin A. 
 上述の 5 つのクラスターのうち、2 つのクラスターは既知のメロテルペノイド生合成遺伝
子クラスターとある程度の類似性は示すものの、上記の 3 つのクラスターの場合のように、
明確にある既知のクラスターとは類似性を示さない。これらの中で、Aspergillus novofumigatus 
IBT 16806に由来するクラスターは、本菌株が DMOAに由来する novofumigatoninを生産する
ことから 41、本化合物の生合成遺伝子クラスターであると示唆される（Figure 5-3）。他方で、
Talaromyces aculeatus ATCC 10409 由来のクラスターに関しては、本菌株からはこれまでに
DMOA由来メロテルペノイドの単離報告がないため、クラスターの産物を予測することは困
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難である（Figure 5-4）。本クラスターは AusEと 46%の同一性を示すジオキシゲナーゼをコー
ドしており、ユニークな骨格を有する化合物の生合成への関与が期待される。なお、本研究
で用いた異種糸状菌発現系を用いれば、このような機能予測困難な遺伝子の機能解析やそれ
に由来する代謝物の獲得も容易に行えるものと考えられる。 
Putative biosynthetic gene cluster for novofumigatonin from Aspergillus novofumigatus IBT 16806 
ca. 33.0 kb
PKS SDRPT FMO TChydrolase MTFMONHI NHI MTSDR SDR
O
O
H
O
O
O
O
O
H
H
O
novofumigatonin  
Figure 5-3. Putative biosynthetic gene cluster for novofumigatonin from Aspergillus novofumigatus 
IBT 16806. 
 
Uncharacterized  cluster from Talaromyces aculeatus ATCC 10409
ca. 34.6 kb
isomerasePKS PT TCMT FMO NHIMFSSDRP450 AcTFMOFMO
46% identity w/ AusE  
Figure 5-4. Uncharacterized gene cluster from Talaromyces aculeatus ATCC 10409. 
 今後ますます多くの糸状菌のゲノム情報が公開されていくことは疑いの余地がなく、
DMOA由来メロテルペノイド生合成遺伝子クラスターの情報も蓄積していくであろう。これ
ら一連の生合成遺伝子群を人為的に様々な組み合わせで発現させることで、人工的な代謝経
路を創出できれば、これまで自然界に存在しなかった化合物の取得も可能になると考えられ
る。「微生物を培養しその代謝物を分析する」という旧来の方法では新規天然物の取得が困難
になっている今日において、新規化合物を効率的に供給する方法の開発は喫緊の課題であり、
同一の起源を有する多様な化合物群の生合成を網羅的に明らかにすることは、この課題を克
服しうる有効な手段となる。今後ますます多くの DMOA由来メロテルペノイド生合成の分子
基盤が明らかにされるとともに、その生合成遺伝子を巧みに組み合わせることによって創薬
シードとなりうる新規化合物の合成が達成されることを期待したい。 
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実験の部 
 
実験一般（第 2、3、4章共通） 
 基本的な実験操作は成書によった。また、キット類は添付のプロトコルに従って使用した。 
 
● 機器類 
PCR Thermal Cycler: TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice® Gradient (タカラバイオ) 
HPLC: Prominence system (島津製作所) 
LC-MS/MS: Esquire 4000 (Bruker Daltonics) with 1100 series LC System (Agilent Technologies) 
HR-ESI-MS: JMS-T100LP AccuTOF LC-plus (日本電子), microTOF focus-ws (Bruker Daltonics) 
NMR: JNM-ECX 500, JNM-ECA 500 (日本電子) 
 
● 有機化学試薬 
HPLC ならびに LC-MS/MS 分析用の溶媒は関東化学株式会社より購入した。他の試薬につい
ては、特に記載がない限り和光純薬工業株式会社の特級品を使用した。 
 
● 生化学試薬・実験 
DNAプライマー：ユーロフィンジェノミクス株式会社より購入した。 
制限酵素：タカラバイオ株式会社製のものを使用した。 
DNAポリメラーゼ：iProofTM High Fidelity DNA Polymerase（Bio-Rad）を使用した。 
DNAリガーゼ：DNA Ligation Kit Ver.2.1（タカラバイオ）を使用した。 
In-Fusion反応：In-Fusion® HD Cloning Kit（Clontech）を使用した。 
脱リン酸化酵素：Alkaline Phosphatase（Shrimp）（タカラバイオ）を使用した。 
アガロースゲル電気泳動：ゲルの作製には、アガロース KANTO S（関東化学）を使用し、ゲ
ル濃度は 1.2%とした。 
DNA精製：Wizard® SV Gel and Clean-Up System（Promega）を使用した。アガロースゲルより
抽出する際には ViewaBlue® Stain KANTO（関東化学）にて染色した。 
プラスミド抽出：Wizard® Plus Minipreps（Promega）または Plasmid Maxi Kit（QIAGEN）を使
用した。 
DNAシーケンシング：ユーロフィンジェノミクス株式会社に依頼した。 
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SDS-PAGE：ゲル作成に際して、SDS、トリスヒドロキシメチルアミノメタン（Tris）、40%（w/v）
アクリルアミド/ビス混合液（29:1）、グリシンはナカライテスク製のものを、ammonium 
persulfate（APS）は Bio-Rad製のものを使用した。濃縮ゲルと分離ゲルの濃度はそれぞれ 4%、
10%とした。ゲルの染色には CBB Stain One（ナカライテスク）を使用した。 
Niキレートアガロースレジン：COSMOGEL® His-Accept（ナカライテスク）を使用した。 
糸状菌細胞壁溶解酵素：Yatalase（タカラバイオ）を使用した。 
 
● 培地・抗生物質 
アンピシリン溶液：25 mg/ml01#%$'.&
*
	-, 
カナマイシン溶液：50 mg/ml(/ 0)+!"1#%$'.&*

	-, 
ピリチアミン溶液：0.1 mg/ml pyrithiamine hydrobromide0Sigma-Aldrich1#%$'.&*

	-, 
グルホシネート溶液：Basta（Bayer）より文献既知の方法 134 で抽出後、'.&*
	
-, 
LB液体培地：LB 培地（Miller），造粒タイプ（関東化学）を用いて作製した。 
LB寒天培地：LB-AGAR MILLER（ForMedium）を用いて作製した。 
※ LB 培地には必要に応じて、0.1%アンピシリン溶液または 0.1%カナマイシン溶液を添加
した。 
PDA培地：ポテトデキストロース寒天培地（顆粒）（日水製薬）を用いて作製した。 
M 寒天培地：0.2% NH4Cl, 0.1% (NH4)2SO4, 0.05% KCl, 0.05% NaCl, KH2PO4 0.1 g, 0.05% 
MgSO4·7H2O, 0.002% FeSO4·7H2O, 2% グルコース, 1.5%（または 0.8%） 寒天（粉末）（関東
化学）, pH 5.5 
CD寒天培地：0.3% NaNO3, 0.2% KCl, 0.1% KH2PO4, 0.05% MgSO4·7H2O, 0.002% FeSO4·7H2O, 
2% グルコース, 1.5%（または 0.8%） 寒天（粉末）（関東化学）, pH 5.5 
※ PDA 培地、M 培地および CD 培地には必要に応じて、0.1% arginine, 0.15% methionine, 
0.01% adenine, 0.1%ピリチアミン溶液, 5%グルホシネート溶液, 1.2 M sorbitolを添加した。 
DPY液体培地：2% dextrin, 1% hipolypepton（日本製薬）, 0.5% yeast extract（BD Biosciences）, 
0.5% KH2PO4, 0.05% MgSO4·7H2O 
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CD-starch液体培地：0.3% NaNO3, 0.2% KCl, 0.1% KH2PO4, 0.05% MgSO4·7H2O, 0.002% 
FeSO4·7H2O, 1% hipolypepton, 2% starch (soluble), pH 5.5 
麦芽エキス液体培地：3% malt extract (BD Biosciences), 0.5% mycological peptone (Oxoid) 
 
● 本研究で使用した微生物株 
Echerichia coli DH5α (Clontech)：遺伝子のクローニングに使用した。 
Echerichia coli RosettaTM2(DE3) (Novagen)：酵素タンパク質の大量発現のために使用した。 
Echerichia coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL (Agilent Technologies)：酵素タンパク質の大量発現の
ために使用した。 
Aspergillus oryzae NSAR1 87：東京大学大学院農学生命科学研究科 教授 北本勝ひこ先生よりご
恵与いただいた。生合成遺伝子の機能解析に使用した。 
Penicillium chrysogenum NBRC 32030：製品評価技術基盤機構（NITE）より入手した。Andrastin 
A生合成遺伝子のクローニングのために使用した。 
Aspergillus nidulans FGSC A4：Fungal Genetics Stock Center（FGSC）より入手した。Austinol
生合成遺伝子のクローニングのために使用した。 
Emericella variecolor NBRC 32302：NITEより入手した。Anditomin生合成遺伝子のクローニン
グならびに anditominの単離のために使用した。 
 
● 本研究で使用したプラスミドベクター 
1. 大腸菌形質転換用ベクター 
pET-28a(+) (Novagen)：大腸菌形質転換用ベクター。標的タンパク質の N末端に Hisタグを融
合した状態で発現させるために使用される。 
2. 糸状菌形質転換用ベクター 
pTAex3 135：アルギニンの生合成に関わる argB を選択マーカーとして有する。デンプンやマ
ルトースによって誘導可能な α-アミラーゼプロモーター（PamyB）ならびにターミネーター
（TamyB）を有しており、PamyBの下流に目的遺伝子を導入する。 
pUSA 136：メチオニンの生合成に関わる sC を選択マーカーとして有する。PamyB ならびに
TamyBを有する。 
pUNA 137：硝酸資化に関わる niaD を選択マーカーとして有する。PamyB ならびに TamyB を
有する。 
pAdeA 138：アデニンの生合成に関わる adeA を選択マーカーとして有する。PamyB ならびに
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TamyBを有さない。 
pPTRI 139：ピリチアミン耐性遺伝子 ptrAを選択マーカーとして有する。PamyBならびに TamyB
を有さない。 
pBARI：グルホシネート耐性遺伝子 bar を選択マーカーとして有する。本研究において構築
した。PamyBならびに TamyBを有さない。 
 
● 形質転換 
 E. coli の形質転換は井上法 140 によって行った。A. oryzae の形質転換はプロトプラスト-
PEG法 141によって行った。 
 
● ゲノム DNAの抽出   
 糸状菌株を 100 mLの DPY液体培地で 30 °C、160 rpmにて 3日間培養後、得られた菌体を
液体窒素下、乳棒と乳鉢を用いて破砕した。菌体を 50 mlのコニカルチューブに移し、20 ml
の Lysis バッファー（50 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA, 1.5% SDS）に懸濁したのち、500 µLの
Proteinase K（20 mg/mL）を加え 37 °C、150 rpmで 80分間インキュベーションした。これに
10 mlのフェノール/クロロホルム溶液を加え、10分間穏やかに転倒混和後、8,000 rpmで 15
分間遠心した。水相（約 20 mL）を新しいチューブに移し、2 mLの 3 M 酢酸ナトリウム水溶
液（pH 7.5）、および 20 mLのイソプロパノールを加えた。15,000 rpmで 10分間遠心後上清を
捨て、得られた白い沈殿を 3 mLの TEバッファーに溶解させた。15 µLの RNase（10 mg/ml）
を加え、37 °Cで 30分間インキュベーションしたのち、2 mLのフェノール/クロロホルム溶
液を加え、ゆっくりと転倒混和後、2,500 rpmで 5分間遠心した。これを計 3回繰り返し、得
られた水相（約 2 mL）に 200 µLの 3 M 酢酸ナトリウム水溶液（pH 7.5）を加えボルテック
スした後、5 mLの冷エタノールを加えよく混ぜた。15,000 rpmで 10分間遠心後上清を捨て、
得られた白い沈殿を 70%エタノールで 2回洗浄した。乾燥後、300 µLの TEバッファーに溶
解し DNA溶液とした。 
 
● A. oryzae形質転換体の培養 
 各形質転換体を DPY液体培地で 30 °C、160 rpmにて 3日間培養したのち、α-アミラーゼプ
ロモーター下流に配した導入遺伝子の発現を誘導するため CD-starch培地へと植え継いだ。こ
れを 30 °C、160 rpmにて 3~6日間培養したのち、その代謝物の分析を実施した。 
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● HPLC による分析 
 各形質転換体由来の代謝物や酵素反応生成物の分析には、TSKgel ODS-80TS カラム（4.6 
mmI.D.×15 cm）（東ソー）を用いた。溶媒には、0.5％酢酸水溶液（A液）および 0.5％酢酸を
含むアセトニトリル（B液）を用いた。特に記載がない限り下記の条件で分析を行った。 
  グラジエント：20/0 – 20/5 – 100/20 – 100/30 – 20/33 (%B/min) 
  流速：1.0 mL/min 
  カラム温度：40 °C 
 
● 形質転換体由来代謝物の単離、精製 
 各形質転換体を 30 °C、160 rpmにて培養し、培養上清と菌体とをブフナー漏斗を用いて分
けたのち、菌体をアセトンに一晩浸した。アセトンを濃縮後、残渣に培養上清を加え、これ
を酢酸エチルで抽出した。有機相を濃縮乾固し、順相のオープンカラムクロマトグラフィー
（Wakogel C-200）により分画したのち、さらに HPLC分取にて精製を行った。HPLC分取に
は、TSKgel ODS-80TMカラム（7.8 mmI.D.×30 cm）（東ソー）を用いた。流速は 3.0 mL/min、
カラム温度は 40 °Cとした。より詳細な精製条件については、化合物ごとに後述する。 
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第 2章実験項 
● trt4、trt2、trt5、trt8、adrI共発現系の構築 
 テルペン環化酵素遺伝子 adrI の全長を PCR 法により増幅後、糸状菌発現ベクターpTAex3
のアミラーゼプロモーター下流に組み込み、pTAex3-adrIを構築した。次いで、本プラスミド
を鋳型に、adrIに加えてアミラーゼプロモーター（PamyB）およびターミネーター（TamyB）
を含む領域を PCR にて増幅後、pAdeA ベクターに組み込み pAdeA-adrI を得た。本プラスミ
ドならびに構築済みの pUSA-trt5 56 を用いて、以前の研究で作製された A. oryzae 
NSAR1/trt4+2+8 54を形質転換することで、adrI を含む 5 遺伝子発現系を構築した。使用した
プライマーの配列、構築したプラスミド、およびその構築方法の概要は Table 1ならびに Table 
2に列挙した。 
 
 
● adrF、adrE、adrJ、adrA共発現系の構築 
 修飾酵素遺伝子群の共発現型を構築するため、adrF、adrE、adrJ、adrAをそれぞれ pTAex3、
pPTRI、pAdeA、pUSAに導入した。pPTRIならびに pAdeAはプロモーターおよびターミネー
ターを有さないため、pPTRI-adrEおよび pAdeA-adrJの作製にあたっては、pAdeA-adrIを構築
した際と同様に一旦 pTAex3 に導入した後に PamyB ならびに TamyB を含めた領域を増幅し、
各ベクターに導入した。得られた 4つのプラスミドを用いて A. oryzae NSAR1株を形質転換す
ることで、adrF、adrE、adrJ、adrA の 4 遺伝子発現系を得た。一つまたは複数の遺伝子を発
現しないネガティブコントロール株の構築にあたっては、対応する空ベクターを用いて形質
転換を行った。使用したプライマーの配列、構築したプラスミド、およびその構築方法の概
要は Table 1ならびに Table 2に列挙した。 
 
● 修飾酵素群の機能解析 
 上記により構築された修飾酵素発現株については、基質となる andrastin E（30 mg/L）の存
在下で培養を行ったのち、HPLC分析ならびに代謝物の単離精製操作に供した。 
 
● 各代謝物の単離、精製 
 各形質転換体を 1 L スケールで培養したのち、抽出操作を実行した。順相のオープンカラ
ムクロマトグラフィー（chloroform/ MeOH = 100/0-95/5）により分画し、さらに HPLC 分取
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（andrastin Aおよび andrastin B：50%アセトニトリル水溶液、andrastin C：70%アセトニトリ
ル水溶液、andrastin D：55%アセトニトリル水溶液、andrastin E：65%アセトニトリル水溶液、
andrastin F：60%アセトニトリル水溶液）により精製した。各化合物の培養液 1 Lあたりの収
量は、andrastin A（1）: 9.35 mg、andrastin B（2）: 3.57 mg、andrastin C（3）: 18.23 mg、andrastin 
D（4）: 7.32 mg、andrastin E（7）: 40.30 mg、andrastin F（8）: 15.43 mgであった。 
 
Table 1. Primers used in Chapter 2. 
Primer Sequence (5' to 3')
KpnI-adrI-F CGACCAGGTACCATGGAGAAATCGACTTTG
KpnI-adrI-R TAGGTATGGTACCTCAAGCTGCCTTTCCTG
KpnI-adrF-F CTCATTACGGTACCATGTCACTCCTTCAAG
KpnI-adrF-R AACGAATGGTACCCTAGATCACGGACCAAG
KpnI-adrE-F TGACCGGTACCATGACGCAGGCTCAGAATC
KpnI-adrE-R AGTCTTGGTACCTTACTCCCTTGCGATACC
EcoRI-adrJ-F CATTGATGAATTCATGGGGTTGTTTTCTAG
EcoRI-adrJ-R TGAACGAATTCCTAACTCGAACCCAATTTG
KpnI-adrA-F CTGCTGGTACCATGGCCGTCGACAAGC
KpnI-adrA-R TCTGGAGGTACCTCAGAAAGTGACCTCCTC
pTA-SpeI-F GAGGAACTAGTTCATGGTGTTTTGATCATTTTAA
pTA-SpeI-R GACCATACTAGTTTCCGTTCCTTTGCTTTCTGC
pTA-HindIII-F CTAGAAGCTTCCCATCATGGTGTTTTGATC
pTA-HindIII-R CATGAAAGCTTCCGTTCCTTTGCTTTCTGC  
 
Table 2. Plasmids constructed in Chapter 2 and PCR / ligation conditions. 
Plasmid Insert Primer 1 Primer 2 PCR Template Ligation method
pTAex3-adrI adrI KpnI-adrI-F KpnI-adrI-R gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1
pAdeA-adrI PamyB-adrI-TamyB pTA-SpeI-F pTA-SpeI-R pTAex3-adrI DNA Ligation Kit Ver.2.1
pTAex3-adrF adrF KpnI-adrF-F KpnI-adrF-R gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1
pTAex3-adrE adrE KpnI-adrE-F KpnI-adrE-R gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1
pPTRI-adrE PamyB-adrE-TamyB pTA-HindIII-F pTA-HindIII-R pTAex3-adrE DNA Ligation Kit Ver.2.1
pTAex3-andJ adrJ EcoRI-adrJ-F EcoRI-adrJ-R gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1
pAdeA-adrJ PamyB-adrJ-TamyB pTA-SpeI-F pTA-SpeI-R pTAex3-andJ DNA Ligation Kit Ver.2.1
pUSA-adrA adrA KpnI-adrA-F KpnI-adrA-R gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1  
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● 化合物データ 
 Andrastin A (1). White solid; [α]24D -109.8 (CHCl3, c 0.2); HRMS found m/z 509.2527 [M + Na]+ 
(calcd 509.2510 for C28H38O7Na). NMRデータは文献値 85と良い一致を示した。 
 Andrastin B (2). White solid; [α]25D -90.4 (CHCl3, c 0.2); HRMS found m/z 511.2646 [M + Na]+ 
(calcd 511.2666 for C28H40O7Na). NMRデータは文献値 85と良い一致を示した。 
 Andrastin C (3). Colorless oil; [α]25D -143.4 (CHCl3, c 1.2); HRMS found m/z 495.2721 [M + Na]+ 
(calcd 495.2717 for C28H40O6Na). NMRデータは文献値 85と良い一致を示した。 
 Andrastin D (4). White solid; [α]25D -180.8 (CHCl3, c 0.5); HRMS found m/z 451.2460 [M + Na]+ 
(calcd 451.2455 for C26H36O5Na). NMRデータは文献値 80と良い一致を示した。 
 Andrastin E (7). White solid; [α]26D -138.4 (CHCl3, c 0.8); HRMS found m/z 453.2604 [M + Na]+ 
(calcd 453.2611 for C26H38O5Na). 
 Andrastin F (8). White solid; [α]25D -154.7 (CHCl3, c 1.1); HRMS found m/z 453.2612 [M + Na]+ 
(calcd 453.2611 for C26H38O5Na). 
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第 3章実験項 
● ausB、ausC、ausE共発現系の構築 
 酸化酵素遺伝子群の共発現型を構築するため、ausB、ausC、ausEをそれぞれ pTAex3、pUSA、
pAdeA に導入した。使用したプライマーの配列、構築したプラスミド、およびその構築方法
の概要は Table 3ならびに Table 4に列挙した。得られた 3つのプラスミドを用いて A. oryzae 
NSAR1株を形質転換することで、ausB、ausC、ausEの 3遺伝子発現系を得た。一つまたは複
数の遺伝子を発現しないネガティブコントロール株の構築にあたっては、対応する空ベクタ
ーを用いて形質転換を行った。 
 
● 酸化酵素群の機能解析 
 上記により構築された酸化酵素発現株については、基質となる protoaustinoid A（30 mg/L）
の存在下で培養を行ったのち、HPLC 分析ならびに代謝物の単離精製操作に供した。
Protoaustinoid Aは、文献既知の方法 56で調製した。 
 
● Berkeleyone A（13）の単離、精製 
 AusBを単独で発現株を 2 Lスケールで培養したのち、抽出操作を実行した。順相のオープ
ンカラムクロマトグラフィー（chloroform/ MeOH = 100/0-98/2）により分画後、さらに HPLC
分取（60%アセトニトリル水溶液）により精製することで 6.36 mgの白色粉末を得た。 
 
● Preaustinoid A（14）、5-hydroxyberkeleyone A（18）、preaustinoid C（19）、austinoid C（20）
の単離、精製 
 AusBおよび AusEの共発現株を 4 Lスケールで培養したのち、抽出操作を実行した。順相
のオープンカラムクロマトグラフィー（chloroform/ MeOH = 100/0-90/10）により分画後、さ
らに HPLC 分取（55%アセトニトリル水溶液）により精製を行った。各化合物の培養液 4 L
あたりの収量は、preaustinoid A（14）: 0.81 mg、5-hydroxyberkeleyone A（18）: 5.58 mg、preaustinoid 
C（19）: 3.38 mg、austinoid C（20）: 9.91 mgであった。 
 
● Preaustinoid A2（16）および Preaustinoid A3（17）の単離、精製 
 AusB、AusCおよび AusEの共発現株を 2 Lスケールで培養したのち、抽出操作を実行した。
順相のオープンカラムクロマトグラフィー（chloroform/ MeOH = 100/0-95/5）により分画後、
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さらに HPLC分取（50%アセトニトリル水溶液）により精製を行った。各化合物の培養液 2 L
あたりの収量は、preaustinoid A2（16）: 1.94 mg、preaustinoid A3（17）: 9.04 mgであった。 
 
● AusEの大量発現ならびに精製 
 大腸菌内で ausEを発現させるため、当該遺伝子を pAdeA-ausE より増幅後、pET-28a(+)ベ
クターに導入し、pET-28a(+)-ausE を得た。本プラスミドを用いて E. coli Rosetta2 (DE3) pLysS
株を形質転換した。得られた形質転換体を、カナマイシンを加えた LB液体培地で 37 °C、180 
rpmにて OD600が 0.6に達するまで培養したのち、0.05 mMの IPTGを加えることで遺伝子発
現を誘導し、引き続き 28 °C、180 rpmにて 15時間培養を行った。菌体を遠心操作にて回収後、
破砕バッファー（50 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM imidazole, 5% glycerol）に懸濁させ
た。氷上で超音波にて細胞を破砕した後、遠心操作によって細胞残滓を取り除いた。得られ
た上清を Niキレートレジンに通液後、100カラム体積の洗浄バッファー（50 mM Tris, pH 7.5, 
150 mM NaCl, 10 mM imidazole, 5% glycerol）にてカラムを洗浄した。Hisタグ融合タンパク質
は、5カラム体積の溶出バッファー（50 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 300 mM imidazole, 5% 
glycerol）を用いて溶出させたのち、限外濾過を行うことで imidazoleを含まないバッファ （ー50 
mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 5% glycerol）に置換するとともに濃縮した。得られた精製タン
パク質の純度は SDS-PAGEにて分析した。また、タンパク質の濃度は分光光度計を用いて決
定した。 
 
● AusEの酵素反応 
 AusEの in vitroアッセイは、100 µLの酵素反応液（50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5), 0.1 mM 
FeSO4, 2.5 mM α-ketoglutarate, 4 mM ascorbate, 500 µM substrate, 2 µM AusE）を 30 °Cで 2時間
インキュベートすることで行った。なお、本反応の基質は berkeleyone A（13）または preaustinoid 
A2（16）である。酵素反応は、100 µLのメタノールを加えてボルテックスすることで終結さ
せた。遠心操作により不溶物を沈殿させたのち、上清を HPLC分析ならびに LC-MS/MS分析
に供した。HPLCの分析条件は下記の通りである。 
  グラジエント：50/0 – 50/5 – 100/15 – 100/20 – 50/23 (%B/min) 
  流速：1.0 mL/min 
  カラム温度：40 °C 
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Table 3. Primers used in Chapter 3. 
Primer Sequence (5' to 3')
EcoRI-ausB-F TACCACAGAATTCATGGGCACCTCTGAAGA
EcoRI-ausB-R GTGCTGAGAATTCCTACCTGGAACCCTCAG
KpnI-ausC-F TACGGATTTGGTACCATGACTATTACACCC
KpnI-ausC-R CCTTGGTACCTCAAAACTTCGCAAAAAAAG
EcoRI-ausE-F AGTAACAGAATTCATGGGCTCAGCTACTCC
EcoRI-ausE-R CTCCAAGAATTCCTAAGCGCTGGAGATCAA
pTA-SpeI-F GAGGAACTAGTTCATGGTGTTTTGATCATTTTAA
pTA-SpeI-R GACCATACTAGTTTCCGTTCCTTTGCTTTCTGC
NdeI-ausE-F GTAACACATATGGGCTCAGCTACTCCATCC  
 
Table 4. Plasmids constructed in Chapter 3 and PCR / ligation conditions. 
Plasmid Insert Primer 1 Primer 2 PCR Template Ligation method
pTAex3-ausB ausB EcoRI-ausB-F EcoRI-ausB-R gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1
pUSA-ausC ausC KpnI-ausC-F KpnI-ausC-R gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1
pTAex3-ausE ausE EcoRI-ausE-F EcoRI-ausE-R gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1
pAdeA-ausE PamyB-ausE-TamyB pTA-SpeI-F pTA-SpeI-R pTAex3-ausE DNA Ligation Kit Ver.2.1
pET-28a(+)-ausE ausE NdeI-ausE-F EcoRI-ausE-R pAdeA-ausE DNA Ligation Kit Ver.2.1  
 
● 化合物データ 
 Berkeleyone A (13). White powder; [α]20D -8.7 (c 1.47, CHCl3); HRMS found m/z 447.2734 [M+H]+ 
(calcd 447.2741 for C26H39O6). NMRデータは文献値 98と良い一致を示した。 
 Preaustinoid A (14). White powder; [α]20D -17.4 (c 0.33, CHCl3); HRMS found m/z 467.2421 
[M+Na]+ (calcd 267.2404 for C26H36O6Na). NMRデータは文献値 99と良い一致を示した。 
 Preaustinoid A2 (16). White powder; [α]22D -6.5 (c 0.16, CHCl3); HRMS found m/z 459.2357 
[M+H]+ (calcd 459.2377 for C26H35O7). NMRデータは文献値 101と良い一致を示した。 
 Preaustinoid A3 (17). White powder; [α]23D +429.1 (c 0.76, CHCl3); HRMS found m/z 457.2202 
[M+H]+ (calcd 457.2221 for C26H33O7). NMRデータは文献値 100と良い一致を示した。 
 5-Hydroxyberkeleyone A (18). Colorless oil; [α]21D -14.0 (c 0.47, CHCl3); HRMS found m/z 
501.2230 [M+K]+ (calcd 501.2249 for C26H38O7K). 
 Preaustinoid C (19). White powder; [α]21D -10.5 (c 0.32, CHCl3); HRMS found m/z 443.2418 
[M+H]+ (calcd 443.2428 for C26H35O6). 
 Austinoid C (20). White powder; [α]22D +237.5 (c 0.76, CHCl3); HRMS found m/z 441.2253 
[M+H]+ (calcd 441.2272 for C26H33O6).
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第 4章実験項 
● E. variecolor NBRC 32302株のドラフトゲノムシーケンス解析 
 E. variecolor NBRC 32302株のドラフトゲノムシーケンス解析は北海道システム・サイエン
ス株式会社に依頼し、Illumina HiSeq 2000を用いて行われた。配列アセンブリングは Velvet 142 
version 1.2.08（http://www.ebi.ac.uk/~zerbino/velvet/）によって行い、およそ 33.5 Mbをカバー
する 630のコンティグを得た。AUGUSTUS 143（http://bioinf.uni-greifswald.de/webaugustus/）を
用いて遺伝子予測を行い、得られた全ての遺伝子産物を local BLAST 検索用のデータベース
構築に使用した。なお、予測された遺伝子の配列は必要に応じて、NCBIデータベース中に存
在するホモログ遺伝子との配列比較を行ったのち、修正を施した。また、and クラスターの
配列データは DDBJ/EMBL/GenBankに登録を行った（アクセッション番号：AB981314）。 
 
● 糸状菌発現ベクターpBARIの構築 
 グルホシネート耐性遺伝子を有し、かつ簡便に利用できる糸状菌発現ベクターを構築する
ため、pPTRIの有する ptrA遺伝子のコーディング領域をグルホシネート耐性遺伝子 barのそ
れと置換することとした。まず、bar 遺伝子のコーディング領域を、pBARGPE1 ベクター 144
を鋳型に、プライマーbar-pPTRI-Fおよび bar-pPTRI-R（Table 5）を用いて増幅した。次いで、
ptrA 遺伝子のコーディング領域を含まない線状化 pPTRI を、プライマーpPTRI-F および
pPTRI-R（Table 5）を用いて増幅した。両 PCR産物を精製後、In-Fusion反応により連結し、
bar遺伝子を有する糸状菌発現ベクターを得た。本ベクターを pBARIと命名した。   
 
● 糸状菌発現プラスミドの構築 
 一遺伝子のみを有する発現プラスミドの構築にあたっては、E. variecolor NBRC 32302株の
ゲノム DNAを鋳型位に、Table 5および Table 6に示したプライマーを用いて、andクラスタ
ー内の各遺伝子を増幅した。得られた各 DNA断片は必要に応じて制限酵素で消化したのち、
DNA リガーゼまたは In-Fusion 反応によって、pTAex3、pUSA、pUNA ベクターに導入した。
pAdeA、pPTRI、pBARIへの導入に際しては、pTAex3に目的遺伝子を導入したのち PamyBな
らびに TamyBを含めた領域を増幅し、各ベクターに導入した。 
 つぎに、andKおよび andDを有するプラスミドの構築にあたっては、pTAex3-andDを BamHI
で消化することで PamyB-andD-TamyBを含む領域を得て、これを BamHIで消化後、脱リン酸
化を施した pUSA-andKに DNAリガーゼを用いて連結することで pUSA-andK+andDを構築し
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た。それ以外の共発現プラスミドの作製にあたっては、PamyBならびに TamyBの両方または
一方を含む各遺伝子断片を、各遺伝子を導入した pTAex3 由来のプラスミドより増幅後、各
ベクターに導入し、二遺伝子を含むプラスミドを構築した。使用したプライマーの配列、構
築したプラスミド、およびその構築方法の概要は Table 5ならびに Table 6に示した。 
 
● A. oryzae異種発現系の構築 
 11 遺伝子発現系の構築にあたっては、まず A. oryzae NSAR1 株を三つのプラスミド
pTAex3-andM、pUSA-andK+andD、pAdeA-andE+andBを用いて形質転換することで、5遺伝子
発現系を作製した。得られた形質転換体をさらに pUNA-andC+andA、pPTRI-andJ+I を用いて
形質転換し、9 遺伝子発現系を得た。最後に、本形質転換体を pBARI-andG+andI を用いて形
質転換することで 11遺伝子発現系を構築した。 
 つぎに、andA、andC、andF、andH、andI、andJの 6遺伝子発現系の構築には、三つのプラ
スミド pTAex3-andA+andF、pUSA-andC+andH、pAdeA-andI+andJ を用いて A. oryzae NSAR1
株を形質転換した。いずれの場合においても、一つまたは複数の遺伝子を発現しないネガテ
ィブコントロール株の構築にあたっては、対応する空ベクターを用いて形質転換を行った。 
 
● 各代謝物の単離、精製 
 Anditomin以外の各代謝物の単離、精製にあたっては、各 A. oryzae形質転換体を 1 Lスケー
ルで培養したのち、抽出操作を実行した。各化合物の単離、精製スキームを以下に示す。 
 3,5-Dimethylorsellinic acid（DMOA, 9）の精製：andMを単独で発現する A. oryzae形質転換
体由来の抽出物を順相のオープンカラムクロマトグラフィー（ chloroform/ MeOH = 
100/0-80/20）により分画後、さらに HPLC 分取（40%アセトニトリル水溶液）により精製を
行い、20.6 mgの黄白色固体を得た。  
 5,7-Dihydroxy-4,6-dimethylphthalide（DHDMP, 26）の精製：andM、andKを共発現する A. oryzae
形質転換体由来の抽出物を順相のオープンカラムクロマトグラフィー（chloroform/ MeOH = 
100/0-80/20）により分画後、さらに HPLC 分取（40%アセトニトリル水溶液）により精製を
行い、55.8 mgの黄白色固体を得た。 
 Farnesyl-DHDMP（27）の精製：andM、andK、andDを共発現する A. oryzae形質転換体由来
の抽出物の菌体抽出物のみを順相のオープンカラムクロマトグラフィ （ーchloroform/ MeOH = 
100/0-95/5）により分画後、さらに HPLC分取（80%アセトニトリル水溶液）により精製を行
い、7.2 mgの黄色油状物質を得た。 
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 Dihydroxyfarnesyl-DHDMP（28’）の精製：andM、andK、andD、andEを共発現する A. oryzae
形質転換体由来の抽出物を順相のオープンカラムクロマトグラフィー（chloroform/ MeOH = 
100/0-95/5）により分画後、さらに HPLC分取（45%アセトニトリル水溶液）により精製を行
い、2.39 mgの黄色油状物質を得た。 
 Preandiloid A（29）の精製：andM、andK、andD、andE、andBを共発現する A. oryzae形質
転換体由来の抽出物を順相のオープンカラムクロマトグラフィー（chloroform/ MeOH = 
100/0-95/5）により分画後、さらに HPLC分取（55%アセトニトリル水溶液）により精製を行
い、13.3 mgの白色アモルファス固体を得た。 
 Preandiloid B（30）の精製：andM、andK、andD、andE、andB、andCを共発現する A. oryzae
形質転換体由来の抽出物を順相のオープンカラムクロマトグラフィー（chloroform/ MeOH = 
100/0-95/5）により分画後、さらに HPLC分取（60%アセトニトリル水溶液）により精製を行
い、63.2 mgの白色アモルファス固体を得た。 
 Preandiloid C（31）の精製：andM、andK、andD、andE、andB、andC、andAを共発現する
A. oryzae 形質転換体由来の抽出物を順相のオープンカラムクロマトグラフィー（chloroform/ 
MeOH = 100/0-95/5）により分画後、さらに二度の HPLC分取（65%メタノール水溶液、次い
で 40%アセトニトリル水溶液）により精製を行い、8.7 mgの白色アモルファス固体を得た。 
 Andiconin（32）の精製：andM、andK、andD、andE、andB、andC、andAを共発現する A. oryzae
形質転換体由来の抽出物を順相のオープンカラムクロマトグラフィー（chloroform/ MeOH = 
100/0-95/5）により分画後、さらに二度の HPLC分取（65%メタノール水溶液、次いで 45%ア
セトニトリル水溶液）により精製を行い、18.0 mgの無色針状物質を得た。 
 Andilesin D（33）の精製：andM、andK、andD、andE、andB、andC、andA、andJを共発現
する A. oryzae 形質転換体由来の抽出物を順相のオープンカラムクロマトグラフィー
（chloroform/ MeOH = 100/0-90/10）により分画後、HPLC分取［溶媒 A：水、溶媒 B：アセト
ニトリル、グラジエント：20/0 – 90/17.5 – 20/20.5 (%B/min) ］により精製を行い、6.3 mgの白
色アモルファス固体を得た。  
 Andilesin A（22）の精製：andM、andK、andD、andE、andB、andC、andA、andJ、andIを
共発現する A. oryzae 形質転換体由来の抽出物を順相のオープンカラムクロマトグラフィー
（chloroform/ MeOH = 100/0-85/15）により分画後、さらに HPLC分取（50%アセトニトリル水
溶液）により精製を行い、28.0 mgの無色針状物質を得た。 
 Andilesin B（23）の精製：andM、andK、andD、andE、andB、andC、andA、andJ、andI、
andG を共発現する A. oryzae 形質転換体由来の抽出物を順相のオープンカラムクロマトグラ
 114 
フィー（chloroform/ MeOH = 100/0-90/10）により分画後、さらに HPLC分取（60%メタノール
水溶液）により精製を行い、14.1 mgの白色固体を得た。 
 Andilesin C（24）の精製：andM、andK、andD、andE、andB、andC、andA、andJ、andI、
andG、andHを共発現する A. oryzae形質転換体由来の抽出物を順相のオープンカラムクロマ
トグラフィー（chloroform/ MeOH = 100/0-90/10）により分画後、さらに HPLC分取（55%メタ
ノール水溶液）により精製を行い、7.8 mgの無色針状物質を得た。 
 Anditomin（21）の精製：E. variecolor NBRC32302株を 1 Lの麦芽エキス液体培地で 10日間
静置培養したのち、培養上清を酢酸エチルで抽出した。抽出物を順相のオープンカラムクロ
マトグラフィー（chloroform/ MeOH = 100/0-90/10）により分画後、さらに HPLC分取（50%
アセトニトリル水溶液）により精製を行い、1.9 mgの白色固体を得た。 
 
● AndA、AndF、AndGの大量発現ならびに精製 
 大腸菌内で andA、andF、または andG を発現させるため、各遺伝子を増幅後 NdeI および
EcoRI で消化し、同じ制限酵素で消化した pET-28a(+)ベクターと連結した。使用したプライ
マーの配列、構築したプラスミド、およびその構築方法の概要は Table 3ならびに Table 4に
列挙した。 
 AndAの発現にあたっては、pET-28a(+)-andAを用いて E. coli Rosetta2 (DE3) pLysS株を形質
転換した。得られた形質転換体を、カナマイシンを加えた LB液体培地で 37 °C、180 rpmに
て OD600が 0.6に達するまで培養したのち、0.5 mMの IPTGを加えることで遺伝子発現を誘導
し、引き続き 20 °C、180 rpmにて 15時間培養を行った。菌体を遠心操作にて回収後、破砕バ
ッファー（50 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM imidazole, 5% glycerol）に懸濁させた。氷
上で超音波にて細胞を破砕した後、遠心操作によって細胞残滓を取り除いた。得られた上清
を Niキレートレジンに通液後、30カラム体積の洗浄バッファ （ー50 mM Tris, pH 7.5, 150 mM 
NaCl, 10 mM imidazole, 5% glycerol）にてカラムを洗浄した。Hisタグ融合タンパク質は、5カ
ラム体積の溶出バッファー（50 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 300 mM imidazole, 5% glycerol）
を用いて溶出させたのち、限外濾過を行うことで imidazoleを含まないバッファ （ー50 mM Tris, 
pH 7.5, 150 mM NaCl, 5% glycerol）に置換するとともに濃縮した。得られた精製タンパク質の
純度は SDS-PAGEにて分析した。また、タンパク質の濃度は分光光度計を用いて決定した。 
 AndFおよび AndGの発現にあたっては、pET-28a(+)-andFまたは pET-28a(+)-andGを用いて
E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL株を形質転換した。得られた形質転換体を、カナマイシンを
加えた LB液体培地で 37 °C、180 rpmにて OD600が 0.6に達するまで培養したのち、0.5 mM
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の IPTGを加えることで遺伝子発現を誘導し、引き続き 18 °C、180 rpmにて 20時間培養を行
った。以後の精製操作は AndAの場合と同様にして行った。 
 
● AndAの酵素反応 
 AndAの in vitroアッセイは、50 µLの反応液（50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5), 0.1 mM FeSO4, 
2.5 mM α-ketoglutarate, 4 mM ascorbate, 500 µM substrate, 5.8 µM AndA）を 30 °C で 3時間イン
キュベートすることで行った。なお、本反応の基質は preandiloid C（30）または andiconin（31）
である。酵素反応は、50 µLのメタノールを加えてボルテックスすることで終結させた。遠心
操作により不溶物を沈殿させたのち、上清を HPLC分析ならびに LC-MS/MS分析に供した。 
 
● AndGの酵素反応 
 AndGの in vitroアッセイは、50 µLの酵素反応液（50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5), 2 mM 
acetyl-CoA, 500 µM andilesin A (22), 8.6 µM AndG）を 30 °C で 3時間インキュベートすること
で行った。なお、本反応の基質は preandiloid C（30）または andiconin（31）である。酵素反
応は、50 µLのメタノールを加えてボルテックスすることで終結させた。遠心操作により不溶
物を沈殿させたのち、上清を HPLC分析ならびに LC-MS/MS分析に供した。 
 
● Andilesin A（22）のアセチル化 
 1.79 mgの andilesin A（22）を 300 µLの無水ピリジンに溶解し、ここに 128.0 mgの無水酢
酸を加えた。65 °C で 8時間反応させたのち、反応液をメタノールで希釈し HPLC分析なら
びに LC-MS/MS分析に供した。 
 
● AndFの酵素反応 
 AndFの in vitroアッセイは、50 µLの酵素反応液（50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5), 0.1 mM 
FeSO4, 2.5 mM α-ketoglutarate, 4 mM ascorbate, 500 µM andilesin C (24), 7.4 µM AndF）を 30 °C 
で 3時間インキュベートすることで行った。酵素反応は、50 µLのメタノールを加えてボルテ
ックスすることで終結させた。遠心操作により不溶物を沈殿させたのち、上清を HPLC 分析
ならびに LC-MS/MS分析に供した。 
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Table 5. Primers used in Chapter 4. 
Primer Sequence (5' to 3')
bar-pPTRI-F ATTGCAACTTGAAACATGAGCCCAGAACGACGCC
bar-pPTRI-R CGGGTAGTGAGTCATTCAGATCTCGGTGACGGGCA
pPTRI-F GTTTCAAGTTGCAATGACTATCATCTGTTAGCC
pPTRI-R ATGACTCACTACCCGAATGGGTTCAGTG
InF-andM-F TTCGAGCTCGGTACCATGGAAGCCAGCCAGGGGATCGC
InF-andM-R AGATCCCCGGGTACCGCAGAAAATCAGCATTGTACACGGTC
InF-andK-F TTCGAGCTCGGTACCATGATGCCGACGGTCACAGCAGTTA
InF-andK-R AGATCCCCGGGTACCCTATCCAGACAAAGCCTCCTCCATC
KpnI-andD-F TACGCTAGGTACCATGTCCGCAACAACTAC
KpnI-andD-R CCAGAGGGTACCTCAGGACCGCCAGAC
KpnI-andE-F CTAAGTTTGGTACCATGGAACAGCAATCAC
KpnI-andE-R CTATGAGGTACCCTATGAAGCAAGGAGAAG
KpnI-andB-F ACGGAGGTACCATGCAGCCCATCACTC
KpnI-andB-R AGACCCTGGTACCCTAAATGGCCTTCGC
KpnI-andC-F TGACTAGGTACCATGGGATTCCTTCAAGAC
KpnI-andC-R TATTGGGTACCCTATATCGTTGACCAAGCG
EcoRI-andA-F GCCACCGAATTCATGACCATCGAATCTAAG
KpnI-andA-R GGACAAGGGTACCTTAAGCAGTCTTAGACT
EcoRI-andJ-F AGATTGAATTCATGGCACCGGCAATTCAAG
EcoRI-andJ-R CTTATCGAATTCTCATGCTAGACGCTTTATC
EcoRI-andI-F AAGTCGGAATTCATGGAGAAAGCCGTATCC
KpnI-andI-R CTAGAGGTACCCTATACTCTCATAGTAACCC
EcoRI-andG-F CTATCGAATTCATGCCTGGATTTCAGTCCC
KpnI-andG-R GAGTCTGGTACCTCAGTCCACAGTCAAGAA
EcoRI-andH-F AAGCGGAATTCATGCCGTCCCTGAGTCA
KpnI-andH-F AAGCGGGTACCATGCCGTCCCTGAGTCAGATTC
KpnI-andH-R TGCGTGGTACCTCAAGCTGGTTCAGCAG
EcoRI-andF-F ATCATCGAATTCATGACCGTTCCCCAACTT
KpnI-andF-R CCCGTGGTACCATTTACACAGCGATGGAC
InF-andA-F TCGAGCTCGGTACCCATGACCATCGAATCTAAGAACTACC
InF-andC-F TCGAGCTCGGTACCCATGGGATTCCTTCAAGACAAGG
InF-andC-R CTACTACAGATCCCCCTATATCGTTGACCAAGCGTC
InF-andF-R CTACTACAGATCCCCATTTACACAGCGATGGACTTCA
InF-andH-R CTACTACAGATCCCCTCAAGCTGGTTCAGCAGAGC
pTAex3-XbaI-F CTAGTCTAGACCCATCATGGTGTTTTGATC
pTAex3-XbaI-R CATGAATCTAGACGTTCCTTTGCTTTCTGC
pTAex3-SpeI-F GAGGAACTAGTTCATGGTGTTTTGATCATTTTAA
pTAex3-SpeI-R GACCATACTAGTTTCCGTTCCTTTGCTTTCTGC
InF-pAdeA-F CAGGTCGACTCTAGACGACTCCAATCTTCAAGAGC
InF-pAdeA-R AGTAGATCCTCTAGAGTAAGATACATGAGCTTCGG
InF-linker-F1 GCTCGCGAGCGCGTTCCACTGCATCATCAGTCTAG
InF-linker-R1 AACGCGCTCGCGAGCAAGTACCATACAGTACCGCG
InF-pPTRI-F TGATTACGCCAAGCTTCGACTCCAATCTTCAAGAGC
InF-pPTRI-R GTGAATTCGAGCTCGGTACCGTAAGATACATGAGCTTCGG
InF-pBARI-R GCAGGCATGCAAGCTTGTAAGATACATGAGCTTCG
NdeI-andA-F GCCACCCATATGATGACCATCGAATCTAAG
EcoRI-andA-R GGACAAGGAATTCTTAAGCAGTCTTAGACT
NdeI-andF-F ATCATCCATATGATGACCGTTCCCCAACTT
EcoRI-andF-R CCCGTGAATTCATTTACACAGCGATGGAC
NdeI-andG-F GCCACCCATATGATGCCTGGATTTCAGTCCC
EcoRI-andG-R GGACAAGGAATTCTCAGTCCACAGTCAAGAA  
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Table 6. Plasmids constructed in Chapter 4 and PCR / ligation conditions. 
Plasmid Insert Primer 1 Primer 2 PCR Template Ligation method
pTAex3-andM andM InF-andM-F InF-andM-R gDNA  In-Fusion® HD Cloning Kit
pUSA-andK andK InF-andK-F InF-andK-R gDNA  In-Fusion® HD Cloning Kit
pTAex3-andD andD KpnI-andD-F KpnI-andD-R gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1
pTAex3-andE andE KpnI-andE-F KpnI-andE-R gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1
pTAex3-andB andB KpnI-andB-F KpnI-andB-R gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1
pTAex3-andC andC KpnI-andC-F KpnI-andC-R gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1
pTAex3-andA andA EcoRI-andA-F KpnI-andA-R gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1
pTAex3-andJ andJ EcoRI-andJ-F EcoRI-andJ-R gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1
pTAex3-andI andI EcoRI-andI-F KpnI-andI-R gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1
pTAex3-andG andG EcoRI-andG-F KpnI-andG-R gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1
pTAex3-andH andH EcoRI-andH-F KpnI-andH-F gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1
pTAex3-andF andF EcoRI-andF-F KpnI-andF-R gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1
pUSA-andK+D - - - - As described above
pAdeA-andE PamyB-andE-TamyB pTAex3-XbaI-F pTAex3-XbaI-R pTAex3-andE DNA Ligation Kit Ver.2.1
PamyB-andE-TamyB InF-pAdeA-F InF-linker-R1 pTAex3-andE
PamyB-andB-TamyB InF-linker-F1 InF-pAdeA-R pTAex3-andB
pUSA-andC andC KpnI-andC-F KpnI-andC-R gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1
pUSA-andH andH KpnI-andH-F KpnI-andH-R gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1
andC-TamyB InF-andC-F InF-linker-R1 pTAex3-andC
PamyB-andH InF-linker-F1 InF-andH-R pTAex3-andH
andA-TamyB InF-andA-F InF-linker-R1 pTAex3-andA
PamyB-andF InF-linker-F1 InF-andF-R pTAex3-andF
pAdeA-andI PamyB-andI-TamyB pTAex3-SpeI-F pTAex3-SpeI-R pTAex3-andI DNA Ligation Kit Ver.2.1
pAdeA-andJ PamyB-andJ-TamyB pTAex3-SpeI-F pTAex3-SpeI-R pTAex3-andJ DNA Ligation Kit Ver.2.1
PamyB-andI-TamyB InF-pAdeA-F InF-linker-R1 pTAex3-andI
PamyB-andJ-TamyB InF-linker-F1 InF-pAdeA-R pTAex3-andJ
pUNA-andC andC InF-andC-F InF-andC-R gDNA  In-Fusion® HD Cloning Kit
andC-TamyB InF-andC-F InF-linker-R1 pTAex3-andC
PamyB-andA InF-linker-F1 InF-andA-R pTAex3-andA
pPTRI-andJ PamyB-andJ-TamyB InF-pPTRI-F InF-pPTRI-R pTAex3-andJ  In-Fusion® HD Cloning Kit
PamyB-andJ-TamyB InF-linker-F1 InF-pPTRI-R pTAex3-andJ
PamyB-andI-TamyB InF-pPTRI-F InF-linker-R1 pTAex3-andI
pBARI-andG PamyB-andG-TamyB InF-pPTRI-F InF-pBARI-R pTAex3-andG  In-Fusion® HD Cloning Kit
PamyB-andG-TamyB InF-pPTRI-F InF-linker-R1 pTAex3-andG
PamyB-andH-TamyB InF-linker-F1 InF-pBARI-R pTAex3-andH
pET-28a(+)-andA andA NdeI-andA-F EcoRI-andA-R gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1
pET-28a(+)-andG andG NdeI-andG-F EcoRI-andG-R gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1
pET-28a(+)-andF andF NdeI-andF-F EcoRI-andF-R gDNA DNA Ligation Kit Ver.2.1
 In-Fusion® HD Cloning Kit
pBARI-andG+H
 In-Fusion® HD Cloning Kit
 In-Fusion® HD Cloning Kit
 In-Fusion® HD Cloning Kit
 In-Fusion® HD Cloning Kit
 In-Fusion® HD Cloning Kit
 In-Fusion® HD Cloning Kit
pAdeA-andE+B
pUSA-andC+H
pTAex3-andA+F
pAdeA-andI+J
pUNA-andC+A
pPTRI-andJ+I
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● 化合物データ 
 3,5-Dimethylorsellinic acid (DMOA, 9): Yellowish white solid; HRMS found m/z 179.0711 [M - 
H2O + H]+ (calcd 179.0708 for C10H11O3). NMRデータは文献値 54と良い一致を示した。 
 5,7-Dihydroxy-4,6-dimethylphthalide (DHDMP, 26): Yellowish white solid; HRMS found m/z 
195.0655 [M + H]+ (calcd 195.0657 for C10H11O4). NMRデータは文献値 122と良い一致を示した。 
 Farnesyl-DHDMP (27): Yellowish oil; [α]20D -37.7 (c 1.00, CHCl3); HRMS found m/z 421.2339 [M 
+ Na]+ (calcd 421.2355 for C25H34O4Na). 
 Dihydroxyfarnesyl-DHDMP (28’): Yellowish oil; [α]20D -87.1 (c 1.00, CHCl3); HRMS found m/z 
455.2403 [M + Na]+ (calcd 455.2410 for C25H36O6Na). 
 Preandiloid A (29): White amorphous solid; [α]20D -104.8 (c 1.00, CHCl3); HRMS found m/z 
415.2485 [M + H]+ (calcd 415.2485 for C25H35O5). 
 Preandiloid B (30): White amorphous solid; [α]20D -33.9 (c 1.00, CHCl3); HRMS found m/z 
413.2317 [M + H]+ (calcd 413.2328 for C25H33O5). 
 Preandiloid C (31): White amorphous solid; [α]20D -53.9 (c 0.53, CHCl3); HRMS found m/z 
411.2164 [M + H]+ (calcd 411.2172 for C25H31O5). 
 Andiconin (32): Colorless needles; [α]20D -80.7 (c 1.00, CHCl3); HRMS found m/z 411.2158 [M + 
H]+ (calcd 411.2172 for C25H31O5). 
 Andilesin D (33): White amorphous solid; [α]20D -87.0 (c 0.46, acetone); HRMS found m/z 427.2120 
[M + H]+ (calcd 427.2121 for C25H31O6). 
 Andilesin A (22): Colorless needles; [α]20D -4.8 (c 1.00, CHCl3); HRMS found m/z 429.2289 [M + 
H]+ (calcd 429.2277 for C25H33O6). NMRデータは文献値 108と良い一致を示したが、本研究にお
いて若干の修正を行った。 
 Andilesin B (23): White solid; [α]20D -257.2 (c 0.59, CHCl3); HRMS found m/z 411.2155 [M + H]+ 
(calcd 411.2172 for C25H31O5). NMRデータは文献値 108と良い一致を示したが、本研究において
若干の修正を行った。 
 Andilesin C (24): Colorless needles; [α]20D -0.8 (c 0.61, CHCl3); HRMS found m/z 413.2332 [M + 
H]+ (calcd 413.2328 for C25H33O5). NMRデータは文献値 108と良い一致を示したが、本研究にお
いて若干の修正を行った。 
 Anditomin (21): White solid; [α]20D +68.8 (c 0.16, CHCl3); HRMS found m/z 411.2192 [M + H]+ 
(calcd 411.2172 for C25H31O5). NMRデータは文献値 40と良い一致を示したが、本研究において
若干の修正を行った。 
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1H NMR spectrum of andrastin E (7) 
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1H NMR spectrum of andrastin F (8) 
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1H NMR spectrum of 5-hydroxyberkeleyone A (18) 
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1H NMR spectrum of preaustinoid C (19) 
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13C NMR spectrum of preaustinoid C (19)
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1H NMR spectrum of austinoid C (20) 
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13C NMR spectrum of austinoid C (20)
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1H NMR spectrum of farnesyl-DHDMP (27) 
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13C NMR spectrum of farnesyl-DHDMP (27)
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1H NMR spectrum of dihydroxyfarnesyl-DHDMP (28’) 
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13C NMR spectrum of dihydroxyfarnesyl-DHDMP (28’) 
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1H NMR spectrum of preandiloid A (29) 
 
parts per Million : 13C
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13C NMR spectrum of preandiloid A (29) 
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1H NMR spectrum of preandiloid B (30) 
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13C NMR spectrum of preandiloid B (30) 
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1H NMR spectrum of preandiloid C (31) 
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13C NMR spectrum of preandiloid C (31) 
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parts per Million : 1H
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1H NMR spectrum of andiconin (32) 
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13C NMR spectrum of andiconin (32) 
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parts per Million : 1H
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1H NMR spectrum of andilesin D (33) 
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13C NMR spectrum of andilesin D (33) 
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1H NMR spectrum of andilesin A (22) 
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13C NMR spectrum of andilesin A (22) 
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1H NMR spectrum of andilesin B (23) 
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13C NMR spectrum of andilesin B (23) 
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parts per Million : 1H
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1H NMR spectrum of andilesin C (24) 
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13C NMR spectrum of andilesin C (24) 
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1H NMR spectrum of anditomin (21) 
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13C NMR spectrum of anditomin (21) 
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いて多大なる御支援ならびに御助言を賜るとともに、些細なことまで相談させていただきま
した。ここに深く感謝申し上げます。 
 
 天然物化学教室 助教 森貴裕先生には酵素タンパク質の精製方法や取り扱いなどを基本
的なところからご教授いただきました。また、学生時代からの同期として、苦楽をともにし、
互いに切磋琢磨しあう良き競争相手でありました。ここに深く感謝申し上げます。 
 
 当研究室において糸状菌メロテルペノイド化合物生合成研究の礎を築かれた明治大学農学
部 准教授 久城哲夫先生には、学部学生時代という研究を始めるにあたり最も重要な時期
に、直接の指導を賜るとともに、広く科学に関する知識を教えていただきました。深く感謝
申し上げます。 
 
 富山大学和漢医薬学総合研究所 教授 森田洋行先生には、当研究室に在籍中、酵素反応
の取り扱いなどについてご指導を賜りました。ここに深く感謝申し上げます。 
 
 本研究の遂行に大きく寄与した Aspergillus oryzae NSAR1株ならびに pAdeAベクターを供
与していただいた東京大学大学院農学生命科学研究科教授 北本勝ひこ先生、pUSA ベクタ
ーならびに pUNAベクターを供与していただいた東北大学大学院農学研究科教授 五味勝也
先生に深く感謝申し上げます。 
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 伊藤崇敬博士が当研究室博士課程において成し遂げられた業績は、糸状菌メロテルペノイ
ド化合物生合成研究における先駆的な成果であるとともに、本研究の出発点でもありました。
また、一学年先輩にあたる徳永欽也氏には、学部学生時代の研究テーマを決定していただき
実験のご指導を賜るのみならず、研究に関する多くの有意義な議論をしていただきました。
両氏が私の研究に与えた影響は無論至大であり、ここに心より感謝申し上げる次第です。 
 
 私が直接の指導を行っている、または行っていた、岩渕大輝氏、三橋隆章氏、藤本貴之氏、
全智揚氏、顔廷祐氏は本研究への直接の貢献はないものの、関連する研究を行っていただき、
その成果から本研究に関わる新たな知見も得られています。学生諸氏とともに、研究成果を
挙げることは私にとって大きな喜びであり、ここに感謝申し上げます。 
 
 天然物化学教室 秘書 馬場友華子氏、同 尾崎日映氏には、研究の遂行上不可欠な事務
的な面において、多大なる御支援を賜っております。ここに深謝いたします。 
 
 過去六年間に渡り、天然物化学教室の皆様には、研究生活を続けていく上で大変お世話に
なりました。ここに感謝いたします。 
 
 最後に、これまでの研究生活を支えてくれた両親、祖父母ならびに妻に心から感謝いたし
ます。 
 
                        平成 27年 8月    松田 侑大 
 
 
 
 
